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 1 Einleitung und Zielstellung 
Caseinmizellen, die Aggregate des Milchproteins Casein, stellen faszinierende Strukturen mit 
bemerkenswerten Eigenschaften dar. Neben ihrer hohen Stabilität während der Hitzebe-
handlung und Homogenisierung der Milch, die vorrangig für die Lebensmittelindustrie von 
Interesse ist,[1] besitzen sie wichtige biologische Funktionen. Die Caseinmizellen haben als 
Bestandteil der Muttermilch vor allem die Fähigkeit, Calciumionen zu binden, diese über die 
Milchdrüsen zum Neugeborenen zu transportieren und dort an entsprechender Stelle zum 
Aufbau von Biomineralien wie Knochen und Zähnen zur Verfügung zu stellen.[2] Die 
Caseinmizellen gewährleisten damit, dass trotz der hohen Konzentration an Calciumionen in 
der Muttermilch (z. B. ca. 30 mM in Rindermilch) keine pathologische Calzifizierung, d. h. 
ungewollte Ausfällung von Calciumsalzen, im Organismus auftritt.[1, 2] Die innerhalb der 
Caseinmizelle organisierten Caseinmoleküle binden Calciumionen in Form von Clustern aus 
amorphem Calciumphosphat. Die Calciumphosphat (CaP)-Cluster bilden sich an den 
sogenannten Phosphatzentren der Caseine (Abschnitte der Primärstruktur, in denen zwei bis 
vier phosphorylierte Serinreste in unmittelbarer Nachbarschaft zu finden sind), verbrücken 
darüber die einzelnen Caseinmoleküle miteinander und sind damit für einen wesentlichen Teil 
der mizellaren Stabilität verantwortlich.[1-3] 
Ausgehend von ihrer biologischen Funktion als Transportvehikel von Calcium und Phosphat 
werden Caseinmizellen auch im Hinblick auf ihre Anwendbarkeit in anderen Bereichen 
erforscht. Zum einen dienen die Phosphatzentren enthaltenden Caseine als Protein-
komponenten in biomimetischen Experimenten,[4-11] zum anderen können sie als 
Transportsystem für bioaktive Substanzen verwendet werden.[12] 
Zahlreiche biomimetische Experimente zeigen, dass Caseinkomponenten sowohl Vorläufer-
phasen von Hydroxylapatit (HAP), insbesondere amorphes Calciumphosphat (ACP), 
stabilisieren[4-11] als auch die Bildung von HAP selbst begünstigen.[13] Diese CaP-Phasen 
besitzen eine große Bedeutung für die Behandlung von geschädigten Knochen und Zähnen, 
wobei sie in der Zahnmedizin hauptsächlich für präventive Verfahren zur Anwendung 
kommen.[14-17] Besonders caseinstabilisiertes ACP stellt im zahnmedizinischen Bereich einen 
innovativen Ansatz dar, um die Remineralisation von initialen Zahnschmelzdefekten ohne 
Kavitation zu erreichen. Entsprechende Produkte sind bereits kommerziell verfügbar.[15, 18] 
Als natürliches Transportsystem werden die Caseinmizellen bereits für Vitamin D,[19] den 
pharmakologisch aktiven Wirkstoff Curcumin[20] sowie für Triclosan[21] untersucht. Sie sind 
dabei besonders attraktiv, da sie relativ leicht aus Milch zu gewinnen, biokompatibel und 
biologisch abbaubar sind.[12]  
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Durch eine kovalente Vernetzung der Caseinmizellen mit mikrobieller Transglutaminase 
(mTG) kann nicht nur ihre Stabilität erhöht werden,[22-29] sondern möglicherweise auch ihr 
Potential als Transportsystem für bioaktive Substanzen erweitert werden.[29]  
Die durch die mTG-Behandlung entstandenen Caseinnetzwerke wurden bisher weder 
hinsichtlich ihres Einflusses auf die Präzipitation von Calciumphosphat – eventuell im Sinne 
einer biologisch relevanten Phase –, noch auf ihre Eignung als Trägersubstanz für bioaktive 
Substanzen untersucht. 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll zunächst die supramolekulare Struktur von 
mizellarem Casein aus ultrahocherhitzter (UHT) Milch speziell unter dem Einfluss einer 
mTG-Vernetzung charakterisiert werden. In diesem Zusammenhang soll insbesondere eine 
Aussage dazu getroffen werden, welchen Beitrag 31P HR NMR-spektroskopische Experi-
mente zur Charakterisierung mTG-vernetzter Caseinaggregate leisten können.  
Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit liegt auf der Bewertung des Anwendungspotentials der 
durch die mTG-Behandlung erhaltenen Caseinnetzwerke.  
Zu diesem Zweck wird im Rahmen von biomimetischen Fällungsexperimenten die Wirkung 
von Caseinnetzwerken auf die bevorzugte Bildung bestimmter mineralischer Phasen 
untersucht. Als anorganische Komponente kommt dabei das für Biomineralisationsprozesse 
relevante Calciumphosphat zum Einsatz. Vergleichend zu den Caseinnetzwerken soll  
auch aus UHT-Milch gewonnenes unvernetztes mizellares Casein auf seinen Einfluss auf die 
Calciumphosphatfällung untersucht werden.  
Weiterhin soll die Eignung von Caseinnetzwerken als Trägerstrukturen für bioaktive 
Substanzen bewertet werden. Im Rahmen dieser Versuche erfolgt eine Beladung der 
Caseinnetzwerke mit Lysozym, einem antibakteriellen Enzym. Mit den erhaltenen 
Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziaten soll eine intentionelle Anreicherung des Enzyms in der 
Pellikel, dem oralen Proteinfilm, sowohl unter Bedingungen in vitro als auch in situ evaluiert 
werden. 
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 2 Grundlagen 
2.1 Casein 
2.1.1 Vorkommen, Eigenschaften und Funktion 
Caseine bilden neben den Molkenproteinen (β-Lactoglobulin und α-Lactalbumin, 20 %) den 
Hauptanteil des Proteins in der Rindermilch (80 %). Die vier verschiedenen Arten der Caseine 
können als Phosphoproteine nach dem Grad ihrer Phosphorylierung (an den Serin-Resten) 
unterschieden werden und setzen sich zusammen aus dem αS1- und αS2-Casein mit acht bzw. 
zehn, dem β-Casein mit fünf und dem κ-Casein mit einem Serinphosphat (SerP)-Rest. 
Aufgrund ihres hohen Anteils an strukturbrechendem Prolin zeigen die Caseine keine stabile 
Sekundärstruktur. Die dadurch gegebene Exposition der hydrophoben Aminosäurereste führt 
zu einem ausgeprägt hydrophoben Charakter der Caseine,[1] wobei das κ-Casein seinen gemäß 
Aminosäuresequenz ausgeprägten amphiphilen Charakter behält (hydrophiler C-Terminus). 
Mithilfe des Phosphorylierungsgrades und der Hydrophobizität der Caseine ist auch ihre 
Organisationsform als supramolekulares Aggregat in der Milch zu erklären. 95 % des Caseins 
liegen in den sogenannten Caseinmizellen vor, die einen mittleren hydrodynamischen Radius 
(RH) von 100 nm[30, 31] besitzen. Die SerP-Reste befinden sich überwiegend nahe beieinander 
in sogenannten Phosphatzentren.[2] Über diese Phosphatzentren werden die einzelnen 
Caseinmoleküle der Mizelle durch Calciumphosphatbrücken (CaP-Brücken; auch: colloidal 
calcium phosphate, CCP) verbunden, die ebenfalls geringe Mengen an Mg2+ und Citrat 
enthalten. Weiterhin tragen hydrophobe Wechselwirkungen und auch Wasserstoffbrücken-
bindungen (H-Brücken) zur Stabilisierung der Mizelle bei.[1]  
Die Modelle zum Aufbau der Caseinmizelle lassen sich im Wesentlichen in zwei Gruppen 
einteilen: Zum einen in die Modelle mit diskreten Unterstrukturen, den Submizellen,[32] und 
zum anderen in die Modelle mit einer netzwerkartigen Struktur der Caseine im Inneren der 
Mizelle[2]. Gemeinsam ist diesen Modellen die Lokalisation der hydrophoben Caseine 
(αS1/2- und β-Casein) im Mizellinneren und des κ-Caseins in einer „haarartigen“ Schicht im 
äußeren Bereich der Mizelle. κ-Casein schafft mit seinem hydrophilen C-Terminus damit den 
Übergang vom hydrophoben Inneren der Mizelle in das wässrige Milieu des Milchserums und 
schützt die Mizellen sterisch und elektrostatisch gegen Aggregation. In beiden 
Mizellmodellen werden die CaP-Brücken, hydrophobe Wechselwirkungen sowie H-Brücken 
als intramizellar stabilisierende Kräfte angenommen.[1-3, 33]  
Werden diese Stabilisationsmechanismen außer Kraft gesetzt, so hat das den Zerfall der 
Mizelle zur Folge. Die CaP-Brücken können beispielsweise durch Ca2+-Komplexierung 
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(z. B. durch EDTA) oder Auflösung durch Ansäuern, die hydrophoben Wechselwirkungen 
und H-Brücken durch kompetetive Bindungen (Harnstoff, SDS) zerstört werden.[27, 34-38] 
Die Caseine dienen durch ihre Organisation in der Mizelle hauptsächlich dazu, Ca2+ 
bereitzustellen, das für den Aufbau von Biomineralien wie Knochen und Zähnen bei Säugern 
benötigt wird. Als Quelle für Aminosäuren scheinen sie nur von untergeordneter Bedeutung 
zu sein.[2] 
2.2 Vernetzung von Casein mit mikrobieller Transglutaminase 
(mTG) 
2.2.1 Eigenschaften, Wirkmechanismus und Anwendungsgebiete von mTG 
Das Enzym Transglutaminase (TG, EC 2.3.2.13, Molmasse ca. 38 kDa[39]) katalysiert einen 
Acyltransfer zwischen der γ-Carboxyamid-Gruppe des Glutamins und einem primären Amin. 
Im Falle der ε-Amino-Gruppe proteingebundenen Lysins ergibt sich eine kovalente 
Vernetzung des entsprechenden Proteins unter Entstehung von NH3. Für die 
Lebensmittelindustrie wird TG heute hauptsächlich aus Streptoverticilium S-8112 
(mikrobielle Transglutminase, mTG) gewonnen. 
mTG wird gegenwärtig in der Lebensmittelindustrie in der Herstellung von Fleisch-, Fisch- 
und Backwaren eingesetzt. Auch der Einfluss der mTG-Vernetzung auf Milchprodukte wird 
umfangreich untersucht.[40] 
2.2.2 Anwendung und Charakterisierung von mTG-vernetzten Caseinen 
Verschiedene Arbeiten zeigen, dass der Grad der Vernetzung von Caseinmolekülen innerhalb 
der Caseinmizellen durch mTG von der Inkubationszeit und der Aktivität des Enzyms in der 
Probe abhängt. Partschefeld et al.[41] zeigen für die Vernetzung in ultrahocherhitzter (UHT) 
Milch, dass erst bei einer Aktivität von 16 U mTG/g Casein ausschließlich Polymere 
entstehen. Der Vernetzungsgrad bei dieser Aktivität beträgt 45 %. Huppertz et al.[27, 29] 
erreichen nach hinreichend langer Inkubationszeit sogar eine vollständige Vernetzung der 
Mizellen. Die ähnlichen Radien von vernetzten und unvernetzten Mizellen sprechen dafür, 
dass die Mizellen nur intra- und nicht intermizellar vernetzt werden.[25, 26, 29, 42] Zahlreiche 
Studien belegen, dass die Vernetzungseffektivität einzelner Caseine in der Reihenfolge 
κ-Casein > β-Casein > αS1-Casein sinkt.[24-26, 41, 43-46] Das wird im Wesentlichen auf zwei 
Faktoren zurückgeführt:  
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1) Die Lokalisation der Caseine in der Mizelle: κ-Casein ist durch seine periphere Lage 
am besten für mTG zugänglich, während sich β- und αS1-Casein größtenteils im 
Mizellinneren befinden. Letztere sind aber prinzipiell für mTG zugänglich, da das 
Enzym mit großer Wahrscheinlichkeit in die Mizelle diffundieren kann[43, 47]. Es wird 
angenommen,[24, 41] dass αS1-Casein tiefer im Inneren der Mizelle lokalisiert ist 
als β-Casein, was die schlechtere Zugänglichkeit für das Enzym erklären würde. 
2) Alternativ könnte die effektivere Vernetzung des β-Caseins auch damit 
zusammenhängen, dass es als sehr flexibles und in der Mizelle diffundierendes Protein 
für die enzymatische Vernetzungsreaktion besser zugänglich ist als das unflexiblere 
αS1-Casein.[43] 
Bei der Inkubation von Caseinproben mit mTG wird auch der Einbau extramizellaren Caseins 
in die Mizelle beobachtet.[41, 45] Dabei wird β-Casein in einem größeren Maße als αS1-Casein 
eingebaut.[41] Weiterhin belegen verschiedene Arbeiten, dass durch die mTG-Behandlung von 
hitzebehandelten Caseinen Aggregate mit wesentlich höherem Vernetzungsgrad entstehen als 
durch eine vergleichbare mTG-Behandlung von Rohmilch.[43, 48, 49] 
Durch die mTG-Vernetzung zeigt sich die Mizelle deutlich stabiler gegen Einflüsse, die 
zerstörend auf ihre Struktur wirken (EDTA, Harnstoff, SDS usw.).[22-29] 
Dieser Stabilisierungseffekt könnte besonders im Hinblick auf die industrielle Nutzung der 
Milch vorteilhaft sein. Neben der Anwendung von mTG in der Käse- und Quarkherstellung 
ist lebensmittelindustriell auch die Möglichkeit interessant, durch die mTG-Behandlung 
texturrelevante und sensorische Eigenschaften von Joghurt zu verbessern.[40, 50] Es ist ebenso 
denkbar, die – aufgrund ihres Schwellungsverhaltens bei Zugabe von Dissoziationsreagenzien 
wie Harnstoff und Citrat als Nanogele bezeichneten – mTG-vernetzten Caseinaggregate für 
den Transport von bioaktiven Substanzen zu nutzen.[27, 29] 
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2.3 Biomineralisation und die Bedeutung des Calciumphosphats 
Als Biomineralisation bezeichnet man den kontrollierten Aufbau von Mineralien in 
Organismen. Die überwiegende Zahl der dabei gebildeten Biomineralien sind Komposite aus 
anorganischen und organischen Bestandteilen, die so homogen miteinander verbunden sein 
können, dass das Biomineral die Eigenschaften eines Einkristalls zeigt. Biominerale 
unterscheiden sich im Allgemeinen deutlich von ihren rein anorganischen Analoga in 
Erscheinungsform und Eigenschaften (s. Weiner und Dove[51]). 
Biominerale werden in einem begrenzten Raum (Kompartiment) gebildet, der über 
Keimbildungsstellen und eine bezüglich der anorganischen („mineralischen“) Phase 
übersättigten Lösung verfügt.[51] 
Die Entstehung einer bestimmten mineralischen Phase kann verschiedene Ursachen haben. 
Zunächst können in dem vergesellschafteten Protein entsprechende Nukleationsstellen so 
angeordnet sein, dass die Bildung einer bestimmten Einheitszelle begünstigt ist. Weiterhin 
kann das Wachstum einer mineralischen Phase kinetisch gehindert sein (z. B. Inhibierung 
durch Fremdionen), sodass die eigentlich thermodynamisch begünstigte Phase nicht 
bevorzugt entsteht. Oftmals erfolgt die Fällung von mineralischen Phasen auch stufenweise 
nach dem sogenannten Ostwald-Lussac-Gesetz. Dabei entsteht die löslichste (z. B. amorphe) 
Phase zuerst, gefolgt von hydratisierten und kristallinen Phasen in der Reihenfolge ihrer 
sinkenden Löslichkeit. Da die amorphe Phase in vielen Fällen eine geringere 
Grenzflächenenergie aufweist, besitzt sie eine wesentlich höhere Keimbildungsrate als die 
unlöslicheren – eigentlich thermodynamisch begünstigten – Phasen und entsteht damit zuerst. 
In der gleichen Reihenfolge können sich bereits gebildete mineralische Phasen in 
thermodynamisch stabilere Phasen umwandeln. Dies geschieht meist durch Auflösung der 
Vorläuferphase und Nukleation der neuen Phase oder unter Umordnung in der Festphase.[52] 
2.3.1 Calciumphosphatbasierte Biomineralien  
In etwa 50 % aller Biomineralien findet sich das für den Zellmetabolismus wichtige Ca2+. 
Biomineralien, die Phosphat als Anion beinhalten, stellen ca. 25 % aller biologisch gebildeten 
Mineralphasen. Unter ihnen ist das Calciumphosphat Hydroxylapatit (HAP) als mineralischer 
Bestandteil von Knochen und Zähnen in Wirbeltieren am häufigsten vertreten (s. Weiner und 
Dove[51]). Dieser oft Ca-defizitäre HAP ist teilweise hydratisiert und kann eine Reihe von 
Fremdionen (z.B. Sr2+, Mg2+, Cl-, CO32-) sowie Hydrogen- und Pyrophosphatgruppen 
enthalten. Der menschliche Knochen sowie das in Zähnen vorkommende Zahnbein (Dentin) 
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bestehen zu ca. 65 % aus dieser mineralischen Komponente, während der Zahnschmelz 
(Enamel) mit einem HAP-Anteil von ca. 95 % wesentlich höher mineralisiert ist.[52] 
Knochen und Zähne – die mineralische Komponente 
Um die Bildung der mineralischen Calciumphosphatkomponente in Knochen und Zähnen zu 
verstehen, ist es wichtig, die Entstehung von HAP in vitro zu kennen. Dabei bilden sich 
bestimmte HAP-Vorläuferphasen. Bei pH-Werten unter 7 entsteht zunächst Dicalcium-
phosphat-Dihydrat (DCPD, Brushit) oder Octacalciumphosphat (OCP),[11, 53, 54] bei pH größer 
als 7 entsteht zunächst meist amorphes Calciumphosphat (ACP)[55]. Im Folgenden werden 
diese Phasen nach ihrer steigenden thermodynamischen Stabilität über die Sequenz  
ACP → DCPD → OCP → HAP umgewandelt.[11, 56, 57] 
Die Entstehung von Apatit in vivo (biologischer Apatit), besonders während der 
Knochengenese, ist seit ca. einem halben Jahrhundert Gegenstand der wissenschaftlichen 
Diskussion.[58] Aus den vorliegenden Literaturergebnissen lassen sich mindestens zwei 
Theorien ableiten (Abb. 2.1, s. Grynpas[58]). Im Rahmen der ersten Theorie wird 
angenommen, dass biologischer Apatit über Vorläuferphasen gebildet wird. Diese 
Vorläuferphasen können das dem Apatit strukturell sehr ähnliche Octacalciumphosphat 
(Ca8(HPO4)2(PO4)4 ∙ 5 H2O) und/ oder amorphes Calciumphosphat sein, das ebenfalls 
apatitartige Cluster enthält und sich in einer Festphasenreaktion in Apatit umwandeln kann.[59] 
Die zweite Theorie postuliert, dass bei der Bildung von biologischem Apatit zuerst wenig 
kristalline, stark substituierte HAP-Phasen sehr kleiner Dimensionen entstehen, die dann zu 
größeren Kristalliten ausreifen. Die Ergebnisse von Jäger et al.[60] zeigen, dass synthetische 
Nanokristalle mit einem kristallinen HAP-Kern und einer ungeordneten Oberfläche 
tatsächlich existieren können. 
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Abb. 2.1: Zwei Theorien zur Entstehung von biologischem Apatit 
(nach Grynpas[58]); AP … Apatit. 
 
Knochen und Zähne – die organische Komponente 
Die Proteinkomponente des Knochens besteht zum größten Teil aus hydrophobem Collagen 
(ca. 90 %), das in den knochenbildenden Zellen, den Osteoblasten, entsteht. Das Collagen 
ordnet sich im extrazellulären Raum zu einer dreisträngigen Helix, dem Tropocollagen, an. In 
den Zwischenräumen von parallel angeordneten Tropocollagen-Strängen wird unter 
Beteiligung von speziellen Vesikeln mit einer Lipid-Doppelschicht HAP eingelagert. Der 
genaue Mechanismus für diesen Prozess ist immer noch Gegenstand einer kontroversen 
wissenschaftlichen Diskussion. Das Komposit aus Collagen und HAP wird über mehrere 
Zwischenstufen zum Knochen aufgebaut.[52] Die organische Komponente in Zahnbein ist 
ebenfalls Collagen, wogegen der ca. 5 %-ige Proteinanteil in Zahnschmelz aus dem sauren 
Glycoprotein Enamelin und dem hydrophoben Amelogenin besteht. Amelogenin ist in 
Aggregaten zusammengeschlossen und blockiert durch Anhaftung bestimmte Flächen des 
entstehenden HAP-Kristalls. Somit wächst der Kristall während der Bildung der Zähne in eine 
stäbchenartige Form.[52] 
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2.3.2 Biomimetische Studien und Anwendungen unter Verwendung von 
Casein 
Die Herstellung von biologisch kompatiblen CaP-Präparaten ist im medizinischen Bereich 
sowohl für die Zahnremineralisation als auch für die Behandlung von Knochendefekten von 
großer Bedeutung. Dabei kann entweder rein anorganisches CaP[61, 62] oder – inspiriert von 
der Biomineralisation – eine Komposit aus einer organischen Proteinkomponente und 
Calciumphosphat zum Einsatz kommen. 
Untersuchungen zur biomimetischen Bildung von Calciumphosphat (CaP) können unter 
Verwendung zahlreicher Proteine durchgeführt werden. Neben nativem,[63-65] modi-
fiziertem[66, 67] und denaturiertem Collagen[68, 69] können dabei auch andere am Knochen- und 
Zahnaufbau beteiligte Proteine (oder Peptide) wie Osteopontin,[70] Phosphophoryn[71] und 
Amelogenin[72] verwendet werden. Außerdem ist die CaP-Bildung in Gegenwart von 
Chitin,[73, 74] Chitosan[75] und Agar[76] Gegenstand verschiedener Untersuchungen.  
Wie Holt et al.[70] zeigen, sind für die Bindung von CaP an Proteine Phosphatzentren 
(Sequenz: -SerP-SerP-SerP-Glu-Glu-) von entscheidender Bedeutung. Auch bei sonst 
sequentiell sehr unterschiedlichen Peptiden wie Osteopontin 1-149 und αS1-Casein 59-79, 
β-Casein 1-25 sowie β-Casein 1-42 wird daher die Bildung von CaP-Peptid-Komplexen 
beobachtet, weil jedes der Peptide mindestens ein Phosphatzentrum besitzt.[2, 70] Wie dieses 
Beispiel deutlich macht, ist die Verwendung von Casein als Proteinkomponente bei der 
biomimetischen Herstellung von CaP durchaus vielversprechend. Mit Blick auf potentielle 
medizinische Anwendungen (therapeutische Behandlung von geschädigten Zähnen und 
Knochen) hat es als Milchprotein zudem den Vorteil, leicht zugänglich und für den 
Organismus leicht verträglich zu sein. 
2.3.2.1 Die Rolle des Caseins bei der Fällung von Calciumphosphat 
Der Effekt der CaP-Stabilisation durch Casein und Caseinphosphopetide ist seit seiner 
Entdeckung vor mehreren Jahrzehnten[77] Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. 
Einerseits können Caseine mit SerP-Resten und negativ geladenen Aminosäureresten 
Nukleationsstellen zur Verfügung stellen[8, 78] und damit die Keimbildung von CaP fördern.[13] 
Andererseits ist von den Caseinen auch eine verzögernde Wirkung auf die CaP-Fällung sowie 
eine Stabilisierung von HAP-Vorläuferphasen (ACP, DCPD, OCP) bekannt, wobei ab einem 
pH-Wert von ca. 7 vorrangig ACP stabilisiert wird. Dies kann bis hin zu einer vollständigen 
Unterdrückung der HAP-Bildung bei ausreichend hoher Caseinkonzentration führen.[4-11, 70] 
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Mittels Untersuchungen an reinen Caseinen wurde dieser Stabilisierungseffekt in folgender 
Reihenfolge proportional zur Anzahl an SerP-Resten festgestellt:  
κ-Casein (1 SerP) < β-Casein (5 SerP) < αS1-Casein (8 SerP).[8] 
Diese Befunde sprechen dafür, dass die Caseine mit ihren SerP-Resten – wahrscheinlich im 
Verbund mit anionischen Aminosäureresten in den Phosphatzentren[2, 6, 70] – zunächst als 
Nukleationsstellen dienen. Im weiteren Wachstum der CaP-Partikel binden die 
Phosphatzentren jedoch an die aktiven Wachstumsregionen des entstehenden CaP-Keims und 
verhindern so das weitere Wachstum.[8, 79] Es werden im wesentlichen Prekursorphasen des 
HAP stabilisiert, d. h. in ihrem Wachstum und ihrer Umwandlung gehindert. Die direkte 
Inhibierung des HAP durch diesen Mechanismus ist deutlich geringer.[8] 
Besonders hervorzuheben sind Untersuchungen, welche die Stabilisierung von ACP durch die 
Caseinphosphopeptide (CPP) β-Casein 1-25 und αS1-Casein 59-79 beschreiben.[6, 9] CPP 
stabilisiert sowohl im Sauren als auch im Basischen Calcium- und Phosphationen in einer 
Konzentration, die wesentlich über der Löslichkeitsgrenze der meisten CaP-Phasen liegt.[80, 81] 
Der CPP-ACP-Komplex kommt in verschiedenen zahnmedizinischen Präparaten (Zahncreme, 
zuckerfreier Kaugummi) zum Einsatz, um eine Remineralisation von initialen 
Hartsubstanzdefekten ohne Kavitation zu erreichen (s. Cochrane et al.[15]). Die Ergebnisse 
klinischer Studien zur Effektivität des CPP-ACP-Komplexes bezüglich der Kariesprävention 
und der Remineralisation von initialen Zahnschmelzdefekten sind allerdings widersprüchlich. 
Arbeiten, in denen Remineralisationseffekte nachgewiesen werden und die für eine Eignung 
des CPP-ACP-Komplexes zur Kariesprävention sprechen, postulieren folgenden 
Wirkmechnismus (s. Cochrane et al.[15]): Durch die Stabilisierung von CaP als ACP im CPP-
ACP-Komplex wird der Bildung von schlecht löslichen kristallinen Phasen und deren 
Präzipitation auf dem Zahn vorgebeugt. Der Komplex hat das Potential, sich nachhaltig am 
Zahn anzureichern und in beschädigte Stellen des Zahnschmelzes zu diffundieren. Dort 
werden die nur schwach an CPP gebundenen Calcium- und Phosphationen freigesetzt und 
damit die Schadstellen substanziell und nicht nur oberflächlich remineralisiert. Das 
zurückbleibende CPP adsorbiert an den gebildeten HAP in der Weise, dass es das 
schmelztypische stäbchenförmige Wachstum der HAP-Kristalle unterstützt. Diese neu 
gebildete HAP-Phase ist wesentlich säurebeständiger als der native HAP. Weiterhin hat CPP 
eine antibakterielle Wirkung.[82] Die Bildung von NH3, das bei der Hydrolyse von CPP durch 
Enzyme im Speichel entsteht, begünstigt durch Erhöhung des pH-Wertes zusätzlich die 
Remineralisierung und den Schutz vor Demineralisation des Zahnschmelzes.[15] 
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Im Gegensatz zur Anwendung von Casein-CaP-Präparaten im zahnmedizinischen Bereich ist 
die Untersuchung dieser Substanzen im Hinblick auf die Behandlung von Knochendefekten 
nur durch wenige Untersuchungen belegt.[78, 83] 
2.3.2.2 Caseinmineralisierung durch andere anorganische Phasen 
Voinescu et al. zeigen, dass ein Casein-SiO2-Komposit in der Lage ist, die Präzipitation von 
CaCO3 einer bestimmten Morphologie und Kristallform zu induzieren.[84] Weiterhin können 
Caseinmizellen als Templat für die Abscheidung von Goldnanopartikeln[85] verwendet werden 
und mit der Applikation von CPP-Fe-Präparaten eine erhöhte Bioverfügbarkeit von Fe[86] in 
Knochen von Ratten erreicht werden.[87] 
2.4 Transport bioaktiver Substanzen 
Transportsysteme, die mit bioaktiven Substanzen beladen sind, kommen als 
Lebensmittelzusatzstoffe oder in der Pharmazie zum Einsatz. Dies führt zu einem starken 
wissenschaftlichen Interesse auf diesem Gebiet.[88, 89] Bioaktive Substanzen im Bereich der 
Lebensmittelzusatzstoffe können Vitamine, Mineralien oder Carotinoide sein. Als 
therapeutisch wirksame Stoffe werden z. B. Medikamente zur Tumortherapie (5-Fluorouracil, 
Mitoxantron) oder antimikrobielle Substanzen angewandt.[12] Für pharmakologische 
Wirkstoffe müssen Transportsysteme folgende Voraussetzungen erfüllen: Der Transport des 
Wirkstoffes, seine Aktivierung sowie seine effektive Lokalisierung am Wirkort müssen 
gewährleistet werden. Während dieser Prozesse soll die toxische Belastung für den 
Organismus gering gehalten werden. Das Transportsystem selbst darf den Wirtsorganismus 
nicht belasten und sollte während des Wirkstofftransportes stabil sowie möglichst leicht und 
kostengünstig zu erhalten sein.[90] Als Transportsysteme kommen unter anderem Liposomen, 
synthetische Polymere sowie Mikrosphären (z. B. aus Dextranen oder Poly-L-Lysin) und 
Nanopartikel zur Anwendung.[88] 
2.4.1 Casein als Trägerstruktur für bioaktive Substanzen 
Caseine sowie andere in der Milch vorkommende Proteine können zum Transport bioaktiver 
Substanzen verwendet werden, da sie sowohl die Fähigkeit haben, verschiedene Wirkstoffe zu 
binden als auch zu schützen und darüber hinaus als Transportsystem biokompatibel und 
biologisch abbaubar sind.[12] β-Casein bindet beispielsweise die Cytostatika Paclitaxel und 
Mitoxantron durch hydrophobe und ionische Wechselwirkungen und könnte diese nach 
Verdauung gezielt im Magen zur Tumorbehandlung freisetzen.[91, 92] Caseinmizellen können 
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als Trägerstruktur von Vitamin D verwendet werden. Sie schützen das Vitamin gegen 
UV-Licht und bei Hitzebehandlung.[12, 93] Als Bestandteil der Milch sind Caseinmizellen 
vergleichweise leicht und kostengünstig zugänglich sowie für den menschlichen Organismus 
gut verträglich, was sie zu geeigneten Trägerstrukturen macht. Die Stabilität der 
Caseinmizelle kann, wie in Kap. 4.1 beschrieben, durch die Vernetzung mit mTG gesteigert 
werden. Es ist bereits gelungen, bioaktive Substanzen durch Vernetzung von Casein-
molekülen einzuschließen,[94-97] wobei die entstandenen Strukturen eine Größe im µm-Bereich 
aufweisen. Die durch die mTG-Behandlung stabilisierten Caseinmizellen liegen dagegen in 
der gleichen Größenordnung wie native Caseinmizellen vor. Sie können daher als 
Nanovehikel oder – im Zusammenhang mit ihrem Schwellungsverhalten – als Nanogele 
bezeichnet werden und sollten für eine Verwendung als Trägerstrukturen für bioaktive 
Substanzen geeignet sein.[27, 29] 
2.4.2 Lysozym als bioaktive Substanz 
Lysozym ist ein Enzym, das aus zwei Domänen besteht, die jeweils vorrangig α-Helices bzw. 
β-Faltblatt-Strukturen enthalten und zwischen denen sich das aktive Zentrum des Enzyms 
befindet. Lysozym ist ein polykationisches Protein, das bei pH 7,0 eine Ladung von +9 
aufweist und dessen isoelektrischer Punkt bei pH 11 liegt.[98, 99] Untersuchungen zeigen, dass 
Lysozym bei einer Konzentration von 14 mg/ml im pH-Bereich von 5-9 als Dimer 
vorliegt.[100] 
Die enzymatische Aktivität des Lysozyms zeigt sich in der Hydrolyse der 
β-1,4-glykosidischen Bindung der Peptidoglycane der Zellwände grampositiver 
Mikroorganismen.[101] Dadurch besitzt es eine antibakterielle Wirkung, welche auch mit dem 
polykationischen Charakter des Lysozyms zusammenhängt.[102, 103] Lysozym kommt im 
menschlichen Körper u. a. in Tränenflüssigkeit, Blutserum, Magensaft und Speichel vor.[104] 
Über den Speichel wird Lysozym auch in die Pellikel integriert. Die Pellikel ist der Protein- 
und Glycoproteinfilm, der sich auf allen in der Mundhöhle befindlichen Oberflächen 
bildet.[105, 106] Lysozym, das als einer der hauptsächlichen Proteinbestandteile in die Pellikel 
integriert wird, hat dort neben seiner antibakteriellen Wirkung auch strukturelle 
Bedeutung.[105, 107] Untersuchungen zeigen, dass die Lysozymaktivität der Pellikel starken 
intra- und interindividuellen Schwankungen unterworfen ist.[108, 109] 
Aufgrund verschiedener Ursachen, wie z. B. Nebenwirkungen von Medikamenten oder einer 
Strahlentherapie, kann es zu reduziertem Speichelfluss und damit zu Mundtrockenheit 
(Xerostomie) kommen.[110] Daher ist die Entwicklung von künstlichem Speichel erforderlich, 
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der die Funktion des natürlichen Speichels nachbildet[111] und dabei besonders seine 
schützenden Eigenschaften besitzt.[103, 112] Die entsprechenden Präparate können unter 
Verwendung von Lysozym aus Hühnereiweiß hergestellt werden, da humanes Lysozym und 
Lysozym aus Hühnereiweiß in etwas mehr als 50 % ihrer 129 Aminosäurereste 
übereinstimmen[113] und eine sehr ähnliche dreidimensionale Struktur besitzen[114] (s. auch 
Hannig et al.[112]). Da Lysozym als antibakterielles Enzym maßgeblich an der physiologischen 
Regulation der oralen Mikroflora beteiligt ist, kommt seiner Anreicherung im künstlichen 
Speichel und vor allem der nachhaltigen Immobilisierung in der Pellikel große Bedeutung 
zu.[103, 112] 
Da mit kommerziell erhältlichen lysozymhaltigen Speichelersatzpräparaten in situ keine 
Lysozymanreicherung in der Pellikel erzielt werden kann,[112, 115] besteht ein Bedürfnis nach 
alternativen Immobilisierungsstrategien. Entsprechende Ansätze wurden in vitro bereits 
evaluiert und zeigen, dass eine Anreicherung von Lysozym in der Pellikel möglich ist.[116] 
2.4.3 Casein als Trägerstruktur für Lysozym 
Die Ergebnisse vieler Forschungsarbeiten zeigen das Potential von Caseinen, Lysozym 
erfolgreich zu binden. Es wird sowohl die Assoziation von Casein und Lysozym[117-120] als 
auch die Aktivität des assoziierten Lysozyms[117, 121] untersucht. Die Assoziation des Lyso-
zyms mit Casein ist primär elektrostatischer Natur,[117, 118] hydrophobe Wechselwirkungen 
scheinen dabei nur eine untergordnete Rolle zu spielen.[117] Die beobachtete Präzipitation der 
Casein/Lysozym-Assoziate[117, 122-124] könnte auf die elektrostatische Wechselwirkung des 
Lysozyms mit der Mizelle zurückzuführen sein. Da Lysozym außerdem β-1,4-glykosidische 
Bindungen spaltet, ist es denkbar, dass es auch die Abspaltung der glykosidischen Reste des 
κ-Caseins induziert. Die beobachtete Destabilisierung von Caseinmizellen könnte daher zum 
Teil auf die Entfernung der glykosidischen Reste und der damit einhergehenden Verringerung 
der Hydrophilizität des κ-Caseins zurückzuführen sein.[124] Eine proteolytische Wirkung von 
Lysozym auf Caseine – ähnlich der Wirkung von Chymosin auf κ-Casein – kann nicht 
festgestellt werden.[124] In einigen Proben wie Milch, die aus Magermilchpulver rekonstituiert 
wurde,[118] Milch mit artifiziellen Mizellen[117] und Natriumcaseinat in Phosphatpuffer[123] 
scheint bei ebenfalls starker Assoziation von Casein und Lysozym keine Destabilisierung der 
Caseinmizellen beobachtet zu werden. 
Obwohl sich Lysozym während der Assoziation an β-Casein unter Verlust eines Großteils 
seiner Tertiärstruktur teilweise entfaltet,[120] wird die Aktivität des Lysozyms durch diese 
Assoziation scheinbar nicht beeinträchtigt, was dafür spricht, dass das aktive Zentrum des 
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Lysozyms (Glu35, protoniert und Asp52, deprotoniert) nicht in die Assoziation eingebunden 
ist.[117] Bei der Assoziation von Lysozym mit Caseinmizellen treten zum Teil beträchtliche 
Aktivitätsverluste des Enzyms auf.[117, 121] Dies ist wahrscheinlich darauf zurückzuführen, 
dass das mit Caseinmolekülen im Inneren der Mizelle assoziierte Lysozym unzugänglich für 
das Substrat des Lysozymaktivitätstests ist.[117] 
2.5 NMR-spektroskopische Methoden 
2.5.1 Flüssigkeits-NMR-Spektroskopie 
Mit der NMR-Spektroskopie in isotropen Flüssigkeiten (high resolution nuclear magnetic 
resonance, HR NMR) werden für kleine, bewegliche Moleküle (bis ca. 20 kDa[125]) schmale 
Resonanzsignale beobachtet, weil die Brownsche Molekularbewegung die linienverbreiternde 
Wirkung räumlich anisotroper linienverbreiternder Mechanismen wie Dipol-Dipol-
Kopplungen zwischen gleichen Kernen (homonuklear) oder verschiedenen Kernen 
(heteronuklear) und die Anisotropie der chemischen Verschiebung (chemical shift anisotropy, 
CSA) unterdrückt. Bei größeren Molekülen, die sich langsamer bewegen, ist diese 
Unterdrückung nicht mehr gegeben und die genannten Mechanismen bewirken eine 
Verbreiterung der Signale im Spektrum.  
Die Halbwertsbreite („Linienbreite“) ∆ν1/2 eines Signals wird von der transversalen 
Relaxationsrate R2 = T2-1 bestimmt (∆ν1/2 = R2π-1), wobei T2 die transversale Relaxationszeit 
bezeichnet. Für 31P ist die transversale Relaxation (bei 1H-Entkopplung) zum größten Teil auf 
den Einfluss der Anisotropie der chemischen Verschiebung (CSA) zurückzuführen. R2 hängt 
im Wesentlichen von der Korrelationszeit der molekularen Reorientierung τC ab und ist durch 
folgenden Zusammenhang gegeben:[125, 126] 
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ωI ist die Larmorfrequenz der jeweiligen Spins in Einheiten der Kreisfrequenz, ∆σ die 
Anisotropie der chemischen Verschiebung und η der Asymmetrieparameter. 
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2.5.2 Festkörper-NMR-Spektroskopie 
2.5.2.1 Eindimensionale NMR-Experimente 
Mit den experimentellen Methoden der Festkörper-NMR-Spektroskopie können die Einflüsse 
der in Kap. 2.5.1 genannten linienverbreiternden Mechanismen verringert werden. Durch die 
Rotation der Probe im Winkel von 54,7° („Magischer Winkel“, magic angle spinning, 
MAS[127, 128]) wird z. B. eine Unterdrückung der inhomogenen Wechselwirkungen wie CSA 
und heteronukleare Kopplungen erreicht.  
Von NMR-aktiven Kernen, die wie 1H und 31P in hoher natürlicher Isotopenhäufigkeit und 
mit hohem gyromagnetischen Verhältnis vorkommen, können durch eine direkte Anregung 
mit Hochfrequenz (HF)-Pulsen in vertretbarer Zeit Spektren erhalten werden. 
Zur Erhöhung der Sensitivität der Messungen und Verkürzung der Messzeit kann das 
Kreuzpolarisationsexperiment (cross polarisation, CP) angewendet werden. Dabei wird 
Magnetisierung von sensitiven, in großer Zahl vorliegenden Kernen (z. B. 1H, allgemein: S), 
die meist kurze longitudinale Relaxationszeiten T1 besitzen, auf seltene Kerne mit geringerer 
Empfindlichkeit (z. B. 13C, allgemein: I) über die Dipol-Dipol-Kopplung übertragen. Die 
Intensität der Signale der I-Kerne kann maximal um den Faktor der gyromagnetischen 
Verhältnisse γS/γI verstärkt werden. CP NMR-Spektren sind nur unter gleichen Bedingungen 
annähernd quantitativ auswertbar, da die Signalintensitäten nicht allein von der Anzahl der 
I-Kerne abhängt, sondern im wesentlichen vom räumlichen Abstand r zwischen I und S sowie 
der Länge des Kontaktpulses. 
Um Signale von mobilen Komponenten im NMR-Spektrum gegenüber Signalen von 
immobilen Komponenten hervorzuheben, kann das Spin-Echo NMR-Experiment angewendet 
werden.[129] Die Dephasierung der transversalen Magnetisierung (T2-Relaxation) bestimmt die 
Linienbreite ∆ν1/2 eines NMR-Signals (∆ν1/2 = R2π-1 = (T2π)-1) und wird durch homogene 
(homonukleare Dipol-Dipol-Kopplungen) und inhomogene Mechanismen (CSA, 
heteronukleare Dipol-Dipol-Kopplungen) verursacht. Die homogenen Anteile können im 
Gegensatz zu den inhomogenen Anteilen in einem Spin-Echo-Experiment nicht refokussiert 
werden, was zu einem Abfall der Echoamplitude und damit der Signalintensität des 
entsprechenden Kerns führt. Auf immobilisierte Kerne wirkt sich der homogene, nicht 
refokussierbare Anteil der T2-Relaxation stärker aus als auf mobile Kerne, was für die 
immobilisierten Kerne zu einem stärkeren Signalintensitätsverlust und damit zu einer 
Unterdrückung im Spin-Echo NMR-Spektrum führt. 
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2.5.2.2 Heteronukleare 1H-31P-Korrelation 
Dem MAS NMR-Experiment zur 1H-31P-Korrelation (31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-
Experiment) liegt der Polarisationstransfer von 1H auf 31P zugrunde. Nachdem sich die 
homonuklear entkoppelten 1H-Kerne während der Evolutionsperiode (t1) unter dem Einfluss 
ihrer elektronischen Umgebung (chemischen Verschiebung) entwickelt haben, erfolgt der 
Polarisationstransfer während einer Mischzeit τM von 1H- auf 31P-Kerne (s. Pulssequenz in 
Abb. 2.2). Anschließend wird während t2 der FID aufgezeichnet (Detektion). Die 
zweidimensionale Fouriertransformation bezüglich t1 und t2 liefert ein zweidimensionales 
Spektrum mit Kreuzsignalen zwischen den koppelnden 31P- und 1H-Kernen. Da die 
Effektivität dieses Polarisationstransfers mit r-3 abnimmt (r = Abstand der koppelnden Kerne), 
sind bei nicht zu langen τM nur Kreuzpeaks von räumlich eng benachbarten 1H- und 
31P-Kernen zu beobachten. Wird τM länger gewählt, kann sich auch der Polarisationstransfer 
von weiter entfernten 1H-Kernen als Kreuzsignal im Spektrum manifestieren. 
Relaxationseffekte führen bei langen τM allerdings dazu, dass die Intensität der Kreuzpeaks 
von eng benachbarten Kernen wieder absinkt. 
 
 
Abb. 2.2: 1H-31P HETCOR-Pulssequenz mit homonuklearer FSLG-
Entkopplung (nach van Rossum et al.[130]). 
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2.5.2.3 Protonengetriebene 31P-31P-Spindiffusion 
Homonukleare 2D-NMR-Korrelationsexperimente werden seit Anfang der 1980er Jahre an 
Festkörpern durchgeführt.[131-133] Dabei wird eine Pulssequenz identisch der NOESY-Sequenz 
für Flüssigkeiten angewendet,[134] jedoch statt eines 90°-Pulses an den Beginn der Sequenz 
ein CP-Experiment gesetzt (Abb. 2.3). Stehen homonukleare Spins in dipolarem Kontakt oder 
liegt chemischer Austausch vor, kann die Magnetisierung des ersten Spins zum zweiten Spin 
„diffundieren“, was zu Kreuzpeaks im 2D-NMR-Spektrum führt. 
Im 31P-31P proton driven spin diffusion (PDSD)-Experiment wird neben der dipolaren 
Kopplung von 31P-Kernen untereinander die starke dipolare Kopplung von 31P- zu 1H-Kernen 
und der 1H-Kerne untereinander ausgenutzt. Über den CP-Puls wird in der Präparationsphase 
Magnetisierung von 1H auf 31P übertragen. Während der Evolutionsphase (t1) entwickeln sich 
die 31P-Spins unter Einwirkung ihrer elektronischen Umgebung (chemische Verschiebung), 
werden durch einen folgenden 90°-Puls wieder in z-Richtung geklappt und erfahren in der 
Mischperiode Spinaustausch, der über dipolaren Kontakt mit den nun nicht mehr entkoppelten 
1H-Kernen vermittelt wird. Der folgende 90°-Puls dient der Erzeugung von transversaler 
Magnetisierung, deren Abfall in einem FID (unter 1H-Entkopplung) detektiert wird (t2).[131] 
Durch Variation der Mischzeiten können räumliche Abstände von NMR-aktiven Kernen 
untersucht werden. Kurze Mischzeiten führen zu Korrelationen mit naheliegenden Kernen, 
lange Mischzeiten lassen auch weiter auseinander liegende Kerne miteinander in Austausch 
treten.[135] 
Das PDSD-Experiment kann auch Aufschluss darüber geben, wie gut verschiedene 
Kristallphasen separiert sind. Neben den Kreuzsignalen zwischen Kernen der gleichen 
Kristallphase, sollten dann ebenfalls Kreuzsignale zu Kernen anderer Phasen auftreten, wenn 
die Kristallite hinreichend klein sind und in räumlich engem Kontakt stehen und damit 
Spinaustausch zwischen den Kernen über die Kristallitgrenze hinweg möglich ist. Zwischen 
gut separierten Kristalliten verschiedener Kristallphasen treten dagegen keine Kreuzsignale 
auf.[132] 
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Abb. 2.3: 31P-31P PDSD-Pulssequenz (nach Szeverenyi et al.[131]). 
 
2.6 NMR-spektroskopische Untersuchungen an Milch und Casein 
Die NMR-Spektroskopie ist seit langem eine ergiebige analytische Methode, um sowohl 
Biomoleküle als auch supramolekulare Aggregate hinsichtlich struktureller Eigenschaften und 
Mobilität zu untersuchen.[125, 136-140] 
31P Flüssigkeits (HR)-NMR-Spektroskopie wurde sowohl bei der Untersuchung von Milch 
und Milchproteinen[141-148] als auch bei der Charakterisierung von Modellsystemen für 
Caseinmizellen[9] angewandt. Durch EDTA-Komplexierung des Ca2+, was die Auflösung der 
CaP-Brücken und damit den Zerfall der mizellaren Caseinaggregate zur Folge hat, wird 
sowohl eine verringerte Linienbreite für die Signale der SerP-Reste als auch eine Erhöhung 
der Intensität und Verringerung der Linienbreite des Signals des anorganischen Phosphats in 
der Milch beobachtet. Das spricht dafür, dass die Caseine an Mobilität gewinnen und das Pi 
im Austausch mit den mizellaren Caseinaggregaten steht.[9, 141] 1H HR NMR-Spektroskopie 
kommt in der Untersuchung von Caseinen[149, 150] und auch in Bezug auf den Einfluss der 
mTG-Vernetzung von Caseinen zum Einsatz.[46] 
Außerdem kann 31P Festkörper-NMR-Spektroskopie bei der Charakterisierung von 
Caseinmizellen angewendet werden.[129, 151, 152] 
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2.7 NMR-spektroskopische Untersuchungen an biologisch und 
biomimetisch erzeugtem Calciumphosphat 
Biologisch relevante CaP-Phasen wurden in zahlreichen Festkörper (MAS)-NMR-
Untersuchungen bereits charakterisiert.[153-163] Die meisten CaP-Phasen erzeugen durch 
Anzahl, Lage, Linienbreite und Seitenbänder der NMR-Signale ein charakteristisches 
31P MAS NMR-Spektrum. In Verbindung mit der 1H MAS NMR-Spektroskopie – gerade in 
2D-Experimenten – ist damit eine eindeutige Identifizierung der vorliegenden CaP-Phase 
möglich. Besonders Linienbreite und Seitenbandspektren können ausgewertet werden, um 
Erkenntnisse über die Kristallinität oder den Hydrogenphosphatgehalt einzelner 
Calciumphosphatphasen zu gewinnen.[60, 157, 159, 163-165] Dabei kann MAS NMR-Spektroskopie 
zwischen Bereichen verschiedener Kristallinität in einem Nanokristall unterscheiden.[60]  
2D-Techniken wie 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR- und PDSD-Spektroskopie 
(s. Kap. 2.5.2.2 und 2.5.2.3) zeigen den Austausch von Magnetisierung zwischen 
benachbarten 31P/1H- bzw. 31P/31P-Kernen. Oft werden dadurch in 1D-Spektren überlagerte 
Signale in der zweiten Dimension aufgelöst und ermöglichen damit eine eindeutige 
Zuordnung der vorliegenden CaP-Phase.[60, 158, 162, 166] Weitere 2D-Experimente wurden 
ebenfalls an CaP-Phasen durchgeführt.[167-169] Die hervorragende Eignung der MAS NMR-
Spektroskopie zur Beschreibung von CaP-Phasen macht sie auch zu einer wertvollen Methode 
für die Charakterisierung von CaP-haltigen Biomineralien wie Knochen oder Zähnen sowie 
biomimetisch erzeugtem CaP.  
Von Knochen werden neben der chemischen Struktur auch Aussagen über die Wachstums-
entwicklung, und das Strukturwasser in der CaP-Komponente möglich (s. Gröger et al.[170]). 
Der mineralische Bestandteil von Zähnen[162] kann ebenso wie pathologische CaP-
Ablagerungen[171] charakterisiert werden.  
Auf dem Gebiet des biomimetisch erzeugten CaP ist es sowohl möglich, den Übergang von 
amorphen zu kristallinen Phasen bei der CaP-Bildung zu verfolgen,[172] als auch diese beiden 
Phasen als nebeneinander vorliegend zu identifizieren.[173, 174] Auch polyphosphatische[175] 
und borat-modifizierte[176, 177] CaP-Biomaterialien wurden mit 31P MAS NMR-Spektroskopie 
untersucht. Des Weiteren kamen 1H und 31P HR NMR-Spektroskopie für die Untersuchung 
von Proteinen, die an der Bildung von Biomineralien beteiligt sind, zum Einsatz. 
(s. Gröger et al.[170]). 
Casein-CaP-Präzipitate wurden sowohl mittels 1H und 31P HR NMR-Spektroskopie[9, 178] als 
auch mittels 31P MAS NMR-Spektroskopie untersucht.[179] 
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3.1 Chemikalien 
Tab. 3.1: Übersicht der verwendeten Chemikalien 
Bezeichnung Reinheit/ wichtige Daten Anbieter 
1,4-Dithiothreitol (DTT) ≥ 99 % Molecular, Leiden (Niederlande) 
Acrylamid research grade Serva, Heidelberg 
Ammoniummolybdat 99,98% Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ammoniumsulfat 99,5 %, für analytische Zwecke Grüssig, Filsum 
Borsäure 99,5 % Grüssig, Filsum 
Calciumchlorid-Dihydrat  
(CaCl2 · 2 H2O) 
p. a. AppliChem, Darmstadt 
Chloroform, deuteriert (CDCl3) 99,8 % (Deuterierungsgrad) Deutero, Kastellaun 
Coomassie Brilliant Blue G 250 SERVA blue G Serva, Heidelberg 
Deuteriumoxid (D2O) 99,9 % (Deuterierungsgrad) Sigma Aldrich, Steinheim 
Dicalciumphosphat (DCP, 
CaHPO4) 
98-105 % Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dicalciumphosphat-Dihydrat 
(DCPD, CaHPO4 · 2 H2O) 
98 % Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 99 % Grüssig, Filsum 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) reinst HB Labor- und Feinchemikalien 
Glycerol > 99,5 % Merck, Darmstadt 
Harnstoff Ph. Eur. Merck, Darmstadt 
Hydroxyalapatit (HAP, 
Ca5(PO4)3OH) 
99,995 % Sigma-Aldrich, Steinheim 
Iodacetamid - AppliChem, Darmstadt 
Kaliumbromid (KBr) für die IR-Spektroskopie Carl Roth, Karlsruhe 
Katalysatorgemisch nach 
Wieninger 
zur Analyse Merck, Darmstadt 
konz. Schwefelsäure 95-97 %, puriss. p. A. Sigma-Aldrich, Steinheim 
Lysozym (Hühnereiweiß) ≈ 70000 U/mg Sigma-Aldrich, Steinheim 
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Bezeichnung Reinheit/ wichtige Daten Anbieter 
Malachitgrün (Oxalat) - 
Waldeck/ Division Chroma, 
Münster 
mikrobielle Transglutaminase 
(mTG) 
Activa® MP  Ajinomoto, Hamburg 
Molmassen-Marker für SDS-
PAGE (Protein Test Mixture 
4 + 5) 
Trypsin inhibitor bovine lung 
(6,5 kDa), Cytochrom C 
(12,5 kDa), Trypsin inhibitor 
soybean (21,0 kDa), Carbonic 
anhydrase (29,0 kDa), Albumin egg 
(45,0 kDa), Albumin bovine (67,0 
kDa), Phosphorylase B ( 97,4 kDa) 
Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg 
Natriumdihydrogenphoshat- 
Monohydrat (NaH2PO4 · H2O) 
p. a. Merck, Darmstadt 
Natriumdodecylsulfat (SDS) reinst Serva, Heidelberg 
Natriumhydroxid 99 % Grüssig, Filsum 
Natronlauge reinst, 32 % Grüssig, Filsum 
Orange G (C.I. 16230) - Merck, Darmstadt 
Phosphornitrildichlorid (N3P3Cl6) zur Synthese Merck, Schuchhardt 
Schwefelsäure-Ampulle 0,1 M, Testal VEB Arzneimittelwerk Dresden 
Trichloressigsäure analytical reagent VWR, Darmstadt 
Tris(hydroxymethyl)-
aminomethan (Tris) 
buffer grade AppliChem, Darmstadt 
ultrahocherhitzte (UHT) 
Magermilch 
0,3 % Fett 
3,4 g Protein/ 100 ml 
(laut Hersteller) 
ReWe 
αS1-Casein isoliert nach Menendez et al.[180] 
zur Verfügung gestellt vom AK 
Prof. Thomas Henle, TU Dresden 
β-Casein 
isoliert nach  
Aschaffenburg et al.[181] 
zur Verfügung gestellt vom AK 
Prof. Thomas Henle, TU Dresden 
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3.2 Präparative Arbeiten 
3.2.1 Vernetzung des Caseins in ultrahocherhitzter (UHT) Milch mit 
mikrobieller Transglutaminase  
Ultrahocherhitzte Magermilch (UHT-Milch) wurde in einem 50-ml-Zentrifugengefäß für 
40-50 min bei 40 °C im Wasserbad vortemperiert und danach für 1 h bei 40 °C mit 
mikrobieller Transglutaminase (mTG) inkubiert. Die mTG-Aktivität in den Milchproben 
betrug stets 17 ± 1.5 U mTG/g Caseina. Die mTG-inkubierte Milchprobe wurde anschließend 
für 15 min im Wasserbad auf 85 °C erhitzt, um das Enzym zu desaktivieren. Eine bis auf die 
Inkubation mit mTG identisch behandelte Milchprobe diente als Kontrollprobe. 
3.2.2 Präparation verschiedener Caseindispersionen und des UHT-
Milchserums 
Dispersionen mTG-vernetzter und unvernetzter Caseine aus UHT-Milch 
mTG-behandelte (s. Kap. 3.2.1) oder unbehandelte UHT-Milch wurden für 90 min bei 8960 g 
und 20 °C zentrifugiert. Der resultierende Rückstand wurde 3-4 mal mit Reinstwasser 
gewaschen und jeweils wieder zentrifugiert (25 min, 8960 g, 20 °C). Der jeweilige Überstand 
nach den Zentrifugationsschritten wurde dekantiert. Abschließend wurde der gewaschene 
Rückstand mit Reinstwasser auf das ursprüngliche Volumen der UHT-Milch aufgefüllt. Die 
Redispersion des gewaschenen Rückstands („mizellares Casein“) erfolgte unter Rühren bei 
Raumtemperatur. Die einzelnen Arbeitsschritte sind in Abb. 3.1 zusammengefasst. Der 
Proteingehalt der Dispersion wurde mittels Kjeldahlanalyse (s. Kap. 3.3.9) bestimmt. 
Für die SDS-PAGE-Untersuchungen (s. Kap. 3.3.5) wurde eine Caseindispersion methodisch 
identisch, jedoch mit synthetischem Milchultrafiltrat (SMUF) statt Reinstwasser hergestellt. 
SMUF wurde nach Partschefeld[182] präpariert und enthält Ionenkonzentrationen wie sie in 
natürlichem Milchultrafiltrat zu finden sind.[183] 
 
a Eine Unit (U) ist definiert als die Menge an Enzym, welche bei pH 6,0 und 37 °C innerhalb einer Minute zur 
Bildung von 1,0 µmol L-Glutaminsäure-hydroxamat aus Z-Glutamyl-Glycin und Hydroxylamin führt.[226] 
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Abb. 3.1: Übersicht zur Präparation der Caseindispersion und des 
Milchserums. Genaue Angaben zu den einzelnen Arbeitsschritten finden 
sich im Text. 
UHT-Milchserum 
Für die Präparation des UHT-Milchserums wurde mTG-behandelte (s. Kap. 3.2.1) oder 
unbehandelte UHT-Milch für 90 min bei 8960 g und 20 °C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde abgenommen und weitere dreimal zentrifugiert (25 min, 8960 g, 20 °C), um restliches 
mizellares Material zu entfernen. Das so gewonnene UHT-Milchserum wurde entweder direkt 
untersucht oder zur Ausfällung von restlichem Casein mit HCl auf pH 4,6 eingestellt und der 
Caseinniederschlag durch Zentrifugieren (2500 g, 10 min, Raumtemperatur) entfernt. Die 
einzelnen Arbeitsschritte sind in Abb. 3.1 zusammengefasst. 
αS1- und β-Casein-Dispersionen 
Gefriegetrocknetes αS1-Casein wurde in Reinstwasser für 3 h bei Raumtemperatur und 
anschließend für 37,5 h bei 18 °C dispergiert. Der undispergierte Teil des Proteins wurde 
abfiltriert. Gefriergetrocknetes β-Casein (als Na-Caseinat) ließ sich innerhalb 2 h bei 
Raumtemperatur ohne Weiteres in Reinstwasser dispergieren. Der Proteingehalt der 
αS1-Casein- und β-Casein-Dispersion wurde mittels Kjeldahlanalyse (s. Kap. 3.3.9) zu 
3,3 mg Protein/g Dispersion bzw. 6,2 mg Protein/g Dispersion bestimmt. Die Reinheit der 
Proteine konnte durch SDS-PAGE sichergestellt werden (s. Abb. 4.2, Lane 11 bzw. 12). 
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3.2.3 Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Behandlung von UHT-Milch und 
Caseindispersionen 
Zu UHT-Milch oder Caseindispersionen wurde eine 0,5 M EDTA-Lösung (pH 8,5) in 
mindestens 1,5-fachem molaren Überschuss (45 mM) bezogen auf die in Milch vorkom-
menden Calciumionen (ca. 30 mM[1]) gegeben. Damit ist die vollständige Komplexierung der 
Calciumionen sichergestellt. 
3.2.4 Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitate 
Zur Fällung der Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitate wurde eine Methode nach 
Reynolds et al.[184] angewandt. 
3.2.4.1 Casein- und Caseinnetzwerkdispersionen als Fällungsmedien 
Casein 
Eine Caseindispersion in Reinstwasser wurde zunächst analog Kap. 3.2.2 aus 25 ml UHT-
Milch hergestellt. Um die Trocknungszeit (Gefriertrocknung) zu verkürzen, wurde der 
gewaschene Rückstand allerdings nur in ca. 15 ml Reinstwasser redispergiert und 
anschließend gefriergetrocknet. Da die Probe auch nach der Gefriertrocknung einen gewissen 
Wasseranteil aufweist, wurde der tatsächliche Gehalt an Protein in der getrockneten Probe 
mittels Kjeldahlanalyse (s. Kap. 3.3.9) bestimmt und bei der Präparation der Fällungsmedien 
berücksichtigt (s. u.). 
Caseinnetzwerke 
25 ml einer Dispersion mTG-vernetzter Caseine (Kap 3.2.2) wurde mit 2,5 ml 0,5 M EDTA-
Lösung (pH 8,5) versetzt, für ca. 15 min bei Raumtemperatur gerührt und anschließend für 
140 min bei 8960 g und 20 °C zentrifugiert. Nach Dekantieren des Überstandes wurde der 
erhaltene Rückstand dreimal mit 15 ml Reinstwasser gewaschen und jeweils wieder 
zentrifugiert (100 min, 8960 g, 20 °C). Der jeweilige Überstand nach den 
Zentrifugationsschritten wurde dekantiert. Abschließend wurde der gewaschene Rückstand in 
ca. 15 ml Reinstwasser redispergiert (ca. 70 min, Raumtemperatur) und anschließend 
gefriergetrocknet. Die einzelnen Arbeitsschritte sind in Abb. 3.2 zusammengefasst. Da die 
Probe auch nach der Gefriertrocknung einen gewissen Wasseranteil aufweist, wurde der 
tatsächliche Gehalt an Protein in der getrockneten Probe mittels Kjeldahlanalyse 
(s. Kap. 3.3.9) bestimmt und bei der Präparation der Fällungsmedien berücksichtigt (s. u.). 
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Abb. 3.2: Übersicht zur Präparation der 
Caseinnetzwerke. Genaue Angaben zu den einzelnen 
Arbeitsschritten finden sich im Text. 
Präparation der Fällungsmedien 
Zur Herstellung der Fällungsmedien wurden die getrockneten Casein- oder 
Caseinnetzwerkproben unter Berücksichtigung ihres tatsächlichen Proteingehalts in 
40 ml Reinstwasser dispergiert, sodass der Proteingehalt in den Fällungsmedien 4 mg/ml 
betrug. Für die Kontrollprobe ohne Caseinspezies wurden 60 ml Reinstwasser als 
Fällungsmedium verwendet.  
3.2.4.2 Fällung 
Das Fällungsmedium wurde mit 16 ml (Kontrollprobe: 24 ml) 55 mM NaH2PO4-Lösung 
(pH 7) versetzt und anschließend unter Rühren 16 ml (Kontrollprobe: 24 ml) 92 mM CaCl2-
Lösung zugetropft (Zutropfrate: 0,7-0,8 ml/min). Während der Zugabe der CaCl2-Lösung 
wurde der pH-Wert bei 7 durch Zugabe von 0,2 M Natronlauge mittels einer automatischen 
Bürette (Titrator DL50, Mettler-Toledo) konstant gehalten. Nach Beendigung der Zugabe der 
CaCl2-Lösung betrug das Ca/P-Verhältnis in der Probe 1,67. Die Alterung der gebildeten 
Niederschläge erfolgte unter Rühren über Nacht bei 22 °C. Nach der Alterung lagen die 
pH-Werte der Proben bei 6. Die Proben wurden anschließend gefriergetrocknet und die 
heterogenen Trocknungsprodukte zunächst mittels dispersiver Raman-Spektroskopie 
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charakterisiert. Anschließend wurden die Proben durch Vermengen homogenisiert und 
weitergehend untersucht (s. Tab. 3.4). Eine Übersicht der Proben findet sich in Tab. 3.2. 
Zur Überprüfung der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse wurden für jedes Fällungsmedium 
(Casein-, Caseinnetzwerkdispersion und Reinstwasser) zwei Proben hergestellt. 
Tab. 3.2: Übersicht der präparierten Präzipitate. 
 
Probe Präparation 
Caseinnetzwerk/Calciumphosphat-Präzipitat 
(CNNW/CaP-Präzipitat) 
Caseinetzwerkdispersion  
+ NaH2PO4-Lösung + CaCl2-Lösung 
Casein/Calciumphosphat-Präzipitat  
(CN/CaP-Präzipitat) 
Caseindispersion 
 + NaH2PO4-Lösung + CaCl2-Lösung 
Calciumphosphat-Präzipitat (CaP-Präzipitat) 
Reinstwasser  
+ NaH2PO4-Lösung + CaCl2-Lösung 
 
3.2.4.3 Referenzsubstanzen 
Als Referenzsubstanzen für die NMR-spektroskopische und schwingungsspektroskopische 
Charakterisierung der Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitate wurden gefriergetrocknete 
Casein- (CN) und Caseinnetzwerk-Proben (CNNW) sowie verschiedene Calciumphosphate 
untersucht (Tab. 3.3). CN und CNNW wurden hergestellt wie in Kap. 3.2.4.1 beschrieben. 
Tab. 3.3: Referenzsubstanzen für die spektroskopische Unter-
suchung der Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitate. 
 
Referenzsubstanz Formel 
Casein (CN) - 
Caseinnetzwerke (CNNW) - 
Hydroxylapatit (HAP) Ca5(PO4)3OH 
Dicalciumphosphat-Dihydrat (DCPD) CaHPO4 · 2 H2O 
Dicalciumphosphat (DCP) CaHPO4 
HAP/DCPD-Mischung (1:1)b - 
b Die Mischung aus HAP und DCPD wurde in einem Masseverhältnis von 1:1 eingewogen (je ca. 250 mg) und 
in einer Kugelmühle für 30 s homogenisiert. 
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3.2.5 Caseinspezies/Lysozym-Assoziate 
3.2.5.1 Caseindispersion 
UHT-Milch wurde für 90 min bei 8960 g und 20 °C zentrifugiert. Der resultierende 
Rückstand wurde dreimal mit Reinstwasser gewaschen und jeweils wieder zentrifugiert 
(25 min, 8960 g, 20 °C). Der jeweilige Überstand nach den Zentrifugationsschritten wurde 
dekantiert. Abschließend wurde der gewaschene Rückstand mit Reinstwasser auf das 
ursprüngliche Volumen der UHT-Milch aufgefüllt. Die Redispersion des Rückstands erfolgte 
unter Rühren für 3-4,5 h bei Raumtemperatur. Die einzelnen Arbeitsschritte sind in Abb. 3.3 
zusammengefasst. Der Proteingehalt der Dispersion wurde mittels Kjeldahlanalyse 
(s. Kap. 3.3.9) bestimmt.  
 
 
Abb. 3.3: Übersicht zur Präparation der 
Caseindispersion. Genaue Angaben zu den 
einzelnen Arbeitsschritten finden sich im Text. 
3.2.5.2 Caseinnetzwerkdispersion 
UHT-Milch wurde wie in Kap. 3.2.1 beschrieben mit mTG inkubiert und anschließend für 
90 min bei 8960 g und 20 °C zentrifugiert. Der resultierende Rückstand wurde dreimal mit 
Reinstwasser gewaschen und jeweils wieder zentrifugiert (25 min, 8960 g, 20 °C). Der 
jeweilige Überstand nach den Zentrifugationsschritten wurde dekantiert. Abschließend wurde 
der gewaschene Rückstand mit Reinstwasser auf das ursprüngliche Volumen der Milch 
aufgefüllt. Die Redispersion des Rückstands erfolgte unter Rühren für 2-4,5 h bei 
Raumtemperatur. 25 ml dieser Dispersion wurden mit 0,5 M EDTA-Lösung (pH 8,5) in 
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einem Volumenverhältnis von 1:10 (EDTA-Lösung : Dispersion) versetzt und für ca. 15 min 
bei Raumtemperatur gerührt. Die EDTA-behandelte Dispersion wurde für 140 min bei 8960 g 
und 20 °C zentrifugiert und der Überstand dekantiert. Der erhaltene Rückstand wurde dreimal 
mit Reinstwasser gewaschen und jeweils wieder zentrifugiert (100 min, 8960 g, 20 °C). Der 
jeweilige Überstand nach den Zentrifugationsschritten wurde dekantiert. Abschließend wurde 
der gewaschene Rückstand mit Reinstwasser auf 25 ml aufgefüllt und für ca. 1 h unter Rühren 
bei Raumtemperatur redispergiert. Die einzelnen Arbeitsschritte sind in Abb. 3.4 zusammen-
gefasst. Der Proteingehalt der Dispersion wurde mittels Kjeldahlanalyse (s. Kap. 3.3.9) 
bestimmt. 
Für die Anflutungsversuche in situ (s. Kap. 4.3.2.2) wurden 35 ml der Caseinnetzwerk-
Dispersion analog präpariert. Um eine effektive Abtrennung der Caseine zu gewährleisten, 
wurden einige Zentrifugationsschritte verlängert.  
 
 
Abb. 3.4: Übersicht zur Präparation der Caseinnetzwerkdispersion. Genaue Angaben zu den 
einzelnen Arbeitsschritten finden sich im Text. 
3.2.5.3 Assoziation von Caseinspezies und Lysozym 
Die Casein- oder Caseinnetzwerkdispersion wurden in Reinstwasser vorgelegt, sodass die 
Konzentration der Caseinspezies 2 mg/ml ergab. Der jeweilige Verdünnungsfaktor wurde 
unter Berücksichtigung des mittels Kjeldahlanalyse bestimmten Proteingehalts der Dispersion 
berechnet. Anschließend wurde eine 5 %ige Lysozymlösung (50 mg Lysozym in 1 ml 
Reinstwasser) dazugegeben, sodass sich eine finale Lysozymkonzentration von 1,2 mg/ml 
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einstellte (molares Verhältnis Caseinspezies : Lysozym ≈ 1:1; MCaseinspezies ≈ 23 kDac,  
MLysozym = 14,3 kDa[185]). Es bildete sich ein weißer, in manchen Proben flockiger, 
Niederschlag, der sich bei Raumtemperatur nur schwer redispergieren ließ. Eine Lysozym-
lösung (LZ, 1,2 mg/ml Lysozym in Reinstwasser) und eine Caseinnetzwerkdispersion ohne 
Lysozym (CNNW, 2 mg/ml) wurden zu Vergleichszwecken hergestellt. 
Die Casein/Lysozym- und Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersionen, deren Lysozymaktivität 
bestimmt wurden (s. Kap. 4.3.1, Abb. 4.37) sowie die Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion, 
die für die Anflutungsversuche in vitro verwendet wurde (s. Kap. 4.3.2, Abb. 4.39), wurden 
nach dem in Abb. 3.5 veranschaulichten Schema behandelt. 
 
 
Abb. 3.5: Behandlung der Casein/- und Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersionen. CN … Casein, CNNW … 
Caseinnetzwerk, LZ … Lysozym 
Für die Anflutungsversuche in situ wurden 20 ml der Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion 
für 30 min bei 3000 g und Raumtemperatur zentrifugiert, der Rückstand anschließend mit 
10 ml Reinstwasser gewaschen und wiederum zentrifugiert bis eine effektive Abtrennung des 
Rückstandes erreicht war. Zur Redispersion wurde der gewaschene Rückstand auf ca. 20 ml 
mit Reinstwasser aufgefüllt. 
c Abgeschätzt mithilfe von Daten aus McMahon und Brown[227] und Fox[1]. 
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Für die Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion, die für 1H HR NMR-spektroskopische 
Untersuchungen hergestellt wurde, betrug die Konzentration der Caseinnetzwerke und des 
Lysozyms 4 mg/ml (molares Verhältnis Caseinnetzwerke : Lysozym ≈ 1:1,6). Nach Auf-
schütteln der Probe wurde ca. 1 ml in ein 5-mm-NMR-Röhrchen überführt und NMR-
spektroskopisch untersucht (s. Kap. 3.3.3). Als Vergleich wurde eine Caseinnetzwerk-
dispersion (4,5 mg/ml) und eine Lysozymlösung (5 mg/ml) untersucht. Alle Proben wurden in 
Reinstwasser hergestellt und enthielten 10 Vol% D2O. 
3.2.5.4 Einfluss der Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate auf die Pellikel 
Untersuchungen zur Zahnschmelzdemineralisation[186, 187] 
Farbstofflösung für Calciumbestimmung 
• Arsenazo III-Lösung (Fluitest® CA AIII) 
Farbstofflösung für Phosphatbestimmung 
• Malachitgrünlösung (0,45 g/l Malachitgrün (Oxalat) in dest. Wasser) und 
Ammoniummolybdatlösung (4,2 g Ammoniummolybdat in 100 ml 4 M HCl) wurden im 
Volumenverhältnis 3:1 gemischt, für 60 min gerührt und anschließend filtriert (Millex GP 
0,22 µm, Millipore). 
Bestimmung der aus Zahnschmelz freigesetzten Calcium- und Phosphationen 
Eine Kunststoffschiene wurde mit sechs basal und inferal versiegelten (Adhäsivsystem 
OptiBond®) planparalellen bovinen Zahnschmelzplättchen bestückt (je drei für die 
Bestimmung der Calciumionen- und der Phosphatfreisetzung). Die Plättchen wurden 
entweder ohne weitere Behandlung untersucht, für 30 min im Mund getragen oder nach 1 min 
Tragezeit für 10 min mit einer Caseinnetzwerkdispersion (≈ 5 mg/ml) gespült und nochmals 
für 19 min im Mund getragen. Die so behandelten Schmelzplättchen wurden anschließend mit 
dest. Wasser gespült und einzeln in je einem 2-ml-Zentrifugengefäß in Silikon eingebettet. 
Die Demineralisation der Probe erfolgte mit 1 ml HCl-Lösung (pH 2,0) für 2 min unter 
ständiger Durchmischung der Probe. Alle 15 s wurden 100 µl der Probe entnommen und 
durch frische HCl-Lösung ersetzt. Für die Ermittlung des Calcium- bzw. Phosphatgehalts 
wurden 10 µl der entnommenen Probe mit 100 µl Arsenazo III-Lösung versetzt bzw. mit 
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200 µl Malachitgrün-Molybdat-Lösung für 15 min inkubiert und anschließend bei 650 nm 
(25 °C) photometrisch gemessen. 
Anflutung in vitro an die in situ gebildete Pellikel 
Proteinproben für Anflutung (s. Kap. 3.2.5.3) 
• Lysozymlösung: 1,2 mg/ml 
• Caseinnetzwerkdispersion: 2 mg/ml 
• Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion: 1,2 mg/ml Lysozym, 2 mg/ml Caseinnetzwerke 
Eine Kunststoffschiene wurde mit zwölf bovinen Zahnschmelzplättchen bestückt und zur 
Pellikelbildung für 3 min im Mund getragen. Anschließend wurden drei der Plättchen 
entnommen („3-min-Pellikel“), mit dest. Wasser gespült und die Lysozymaktivität der 
Pellikel fluorimetrisch bestimmt (s. Kap. 3.3.8). Die restlichen neun Plättchen wurden mit 
Silikon in je eine Vertiefung einer 96-well-Mikrotiterplatte (Polystyrene Microplate, flat 
bottom, Greiner Bio-One) eingebettet und mit je 200 µl der Proteinproben (s. o.) für 10 min 
angeflutet. Anschließend wurden wiederum drei Plättchen entnommen („10 min Anflutung“), 
mit dest. Wasser gespült und die Lysozymaktivität der Pellikel fluorimetrisch bestimmt 
(s. Kap. 3.3.8). Von den verbleibenden sechs Plättchen wurden nach Spülen mit dest. Wasser 
jeweils drei mit jeweils 200 µl Speichel für 20 bzw. 40 min inkubiert („20 min Speichel“ und 
„40 min Speichel“), um die Nachhaltigkeit der Enzymanreicherung – unter ähnlichen 
Bedingungen wie sie in der Mundhöhle vorliegen – zu evaluieren. Anschließend wurden die 
Plättchen entnommen, mit dest. Wasser gespült und die Lysozymaktivität der Pellikel 
fluorimetrisch bestimmt (s. Kap. 3.3.8).  
Die Versuchsreihen mit Anflutung der Lysozymlösung und der Caseinnetzwerk/Lysozym-
Dispersion wurden zweimal am gleichen Probanden durchgeführt. Die Versuchsreihe mit 
Anflutung der Caseinnetzwerkdispersion wurde an einem weiteren Probanden einmal 
durchgeführt. 
Anflutung an die Pellikel in situ 
Eine Kunststoffschiene wurde mit zwölf bovinen Zahnschmelzplättchen bestückt und zur 
Pellikelbildung für 3 min im Mund getragen. Anschließend wurden drei der Plättchen 
entnommen („3-min-Pellikel“), mit dest. Wasser gespült und die Lysozymaktivität der 
Pellikel fluorimetrisch bestimmt (s. Kap. 3.3.8). Die restlichen neun Plättchen wurden 
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intraoral mit 8 ml der Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion für 10 min angeflutet. 
Anschließend wurden wiederum drei Plättchen entnommen („10 min Anflutung“), mit dest. 
Wasser gespült und die Lysozymaktivität der Pellikel fluorimetrisch bestimmt (s. Kap. 3.3.8). 
Von den verbleibenden sechs Plättchen wurden jeweils drei für 20 bzw. 40 min intraoral 
getragen, um die Nachhaltigkeit der Enzymanreicherung zu evaluieren. Anschließend wurden 
die Plättchen entnommen, mit dest. Wasser gespült und die Lysozymaktivität der Pellikel 
fluorimetrisch bestimmt (s. Kap. 3.3.8). 
Die Versuchsreihe wurde zweimal am gleichen Probanden durchgeführt.  
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3.3 Analytische Methoden 
3.3.1 Übersicht 
In Tab. 3.4 sind die analytischen Methoden aufgelistet, die zur Untersuchung der in Kap. 3.2 
hergestellten Proben verwendet wurden. 
Tab. 3.4: Analytische Methoden zur Untersuchung verschieden präparierter Proben. 
  
Probe Analytische Methoden Kapitel 
UHT-Milch, UHT-Milch + EDTA 
(mTG-behandelt und unbehandelt) 
31P HR NMR 
SDS-PAGE 
4.1.1 
UHT-Milchserum  
31P HR NMR 
DLS  
SDS-PAGE 
4.1.1 
UHT-Milchserum (ohne Restcasein) 31P HR NMR 4.1.1 
Caseindispersionen, Caseindispersionen + EDTA 
(mTG-behandelt und unbehandelt) 
31P HR NMR 
DLS  
SDS-PAGE 
4.1.2 
Aufkonzentrierte Caseine 31P MAS NMR 4.1.3 
Casein, Caseinnetzwerke, Calciumphosphate 
(Referenzsubstanzen) 
31P MAS NMR 
IR/ Raman 
4.2.1 
 TEM 4.1.2 
Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitate 
31P MAS NMR 
IR/ Raman 
4.2.2 
Caseinspezies/Lysozym-Assoziate 
1H HR NMR 
LZ-Aktivität (fluorimetrisch) 
4.3 
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3.3.2 Festkörper-NMR-Spektroskopie 
31P Festkörper (Magic Angle Spinning, MAS)-NMR-Spektren wurden mit einem Bruker 
Avance 300 wide bore NMR-Spektrometer aufgenommen. Die Resonanzfrequenzen für 31P 
und 1H betrugen 121,50 bzw. 300,13 MHz. Die chemische Verschiebung der 1H NMR-
Signale wurde auf Q8M8 (δ = 0,16 ppm, bezogen auf Tetramethylsilan, TMS) oder 
Adamantan (δ = 1,85 ppm, bezogen auf TMS), die 31P NMR-Signale auf NaH2PO4 • 2 H2O 
(δ = 2,3 ppm, bezogen auf 85 %ige H3PO4) referenziert.  
Das aus UHT-Milch durch Zentrifugieren gewonnene mizellare Casein (s. Kap. 3.2.2) wurde 
in einen 4-mm-ZrO2-Rotor überführt und die NMR-Spektren mit einem Doppelresonanz-
Probenkopf (Bruker, Karlsruhe) bei einer Probenrotationsfrequenz von 14 kHz aufgenommen. 
Für das Spin-Echo-Experiment kam die Carr-Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)-Pulssequenz 
((90°-τ-180°-τ)n, τ = 5 ms) ohne 1H-Entkopplung zum Einsatz. 
Für die Messung der reinen Calciumphosphate, der HAP/DCPD-Mischung und der 
Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitate wurde ein 7-mm-Doppelresonanz-Probenkopf 
(Bruker, Karlsruhe) verwendet. Die Probenrotationsfrequenz betrug 7 kHz. Die Proben 
wurden mittels 31P MAS NMR-, 31P {1H} CP MAS NMR-, 31P {1H} CP HETCOR 
MAS NMR- und 31P-31P PDSD (proton driven spin diffusion)-Experimenten charakterisiert. 
Die entsprechenden Aufnahmeparameter für die verschiedenen NMR-Experimente sind in 
den jeweiligen Bildunterschriften angegeben.  
Die 31P MAS NMR- und 31P {1H} CP MAS NMR-Experimente wurden unter 
SPINAL-1H-Entkopplung durchgeführt.[188] Für die homonukleare Entkopplung während der 
31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Experimente wurde die FSLG-Pulssequenz verwendet. 
Die quantitative Auswertung der NMR-Signale erfolgte mithilfe der DMFIT-Software.[189] 
3.3.3 Flüssigkeits-NMR-Spektroskopie 
Die 1H Flüssigkeits (High Resolution, HR)-NMR-Spektren wurden an einem Bruker Avance 
600 standard bore NMR-Spektrometer mit einem 5-mm-HR-Probenkopf bei einer 
Messfrequenz von 600,16 MHz aufgenommen. Die chemische Verschiebung der Signale 
wurden auf TMS (δ = 0 ppm) referenziert. 
Die 31P HR NMR-Spektren wurden an einem Bruker Avance 300 wide bore NMR- 
Spektrometer mit einem 10-mm-HR-Probenkopf bei einer Messfrequenz von 121,50 MHz 
aufgenommen. 1H-Entkopplung erfolgte mit der WALTZ-Pulssequenz.[190] Die 
Pulswiederholzeit betrug 30 s, um vollständige longitudinale Relaxation zu gewährleisten. 
Die chemische Verschiebung der Signale wurden auf Phosphornitrildichlorid (N3P3Cl6) in 
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CDCl3 referenziert (δ = 20,6 ppm, bezogen auf 85 %ige H3PO4). Die Referenzsubstanz 
befand sich in einer dünnen Glaskapillare im NMR-Röhrchen. 
Um die absoluten Intensitäten der Spektren zu vergleichen, wurde bei der Skalierung der 
Spektren die Anzahl der Scans und für die 31P HR NMR-Spektren zusätzlich die mittels 
Kjeldahlanalyse ermittelte Proteinkonzentration berücksichtigt. Die Anzahl der Scans ist in 
den entsprechenden Bildunterschriften angegeben. Die quantitative Auswertung der NMR-
Signale erfolgte mithilfe der DMFIT-Software.[189] 
Wenn nötig wurden die Proben mit HCl, NaOH oder KOH geeigneter Konzentration auf den 
pH-Wert der Milch (pH 6,5-6,7) eingestellt. Genaue pH-Wert-Angaben sind in den 
Bildunterschriften zu finden. 
3.3.4 Dynamische Lichtstreuung (DLS) 
Die DLS-Messungen wurden an einem Zetasizer Nano S (Malvern Instruments Ltd, 
Worcestershire, England) bei einem Rückstreuwinkel von 173° durchgeführt. Bis auf das 
UHT-Milchserum wurden die Proben mit einer entsprechenden Menge Reinstwasser versetzt, 
sodass die Verdünnung zwischen 1:11 und 1:15 betrug. Die EDTA-behandelten Proben 
wurden mit 0,5 M EDTA-Lösung verdünnt, um die Konzentration an EDTA konstant zu 
halten. Wenn nötig wurden die Proben mit HCl, NaOH oder KOH geeigneter Konzentration 
auf den pH-Wert der Milch (pH 6,5-6,7) eingestellt. Obwohl es aufgrund der Verdünnung zur 
teilweisen Auflösung der CaP-Brücken in den mizellaren Caseinaggregaten kommen könnte 
(und damit zur partiellen Dissoziation), zeigen die mit DLS erhaltenen 
Teilchengrößenverteilungen (Abb. 4.7 und Abb. 4.9) deutlich Aggregate mit einem 
hydrodynamischen Radius, der für native Caseinmizellen charakteristisch ist.[30, 31] Daraus 
kann geschlussfolgert werden, dass die Größe der hier vorliegenden mizellaren Aggregate im 
Bereich nativer Caseinmizellen liegt und durch die Verdünnung nicht beeinflusst wird. Alle 
gezeigten DLS-Ergebnisse sind anzahlgewichtete Teilchengrößenverteilungen, die aus der 
intensitätsgewichteten Teilchengrößenverteilung mittels der Malvern Dispersion Technologie 
Software 5.10 (Malvern Instruments Ltd) berechnet wurden. 
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3.3.5 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
SDS-PAGE (nach Partschefeld[182]) wurde durchgeführt, um die Proteinzusammensetzung der 
Proben zu ermitteln und den Vernetzungsgrad der mTG-behandelten Caseine zu untersuchen. 
Der Gradient der Gele betrug 4-20 % Acrylamid (Spacer-Gel: 4 % Acrylamid). Die Fixierung 
des Gels erfolgte mit Trichloressigsäure. Die Proteinbanden wurden mit Coomassie Brilliant 
Blue G 250 angefärbt.  
Probenvorbereitung unter reduzierenden Bedingungen 
Probenpuffer 
400 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) 
1 mM EDTA 
35 mM Natriumdodecylsulfat (SDS) 
12 % (v/v) Glycerol 
0,01 % (m/v) Orange G 
6 M Harnstoff 
Der pH-Wert wurde mit 6 N HCl auf 8,0 eingestellt. 
Normierung der Probeneinwaage 
Um verschiedene Proben zu vergleichen (s. Tab. 3.5), wurde der Proteingehalt der 
gefriergetrockneten Proben mittels Kjeldahlanalyse bestimmt (s. Kap. 3.3.9) und die 
Einwaagen auf die Probe mit dem höchsten Proteingehalt normiert. Die Einwaagen der 
Proben lagen im Bereich von 1-5 mg. 
Probenvorbehandlung 
Eine entsprechende Menge der gefriergetrockneten Probe (s. „Normierung der 
Probeneinwaage“) wurde zu 0, 912 ml Probenpuffer gegeben und mit 30 µl 
Dithiothreitollösung (0,75 g/ml) versetzt. Anschließend wurde 10 min im siedenden 
Wasserbad erhitzt und nach sofortigem Abkühlen weitere 5 µl DTT-Lösung sowie 53 µl 
Iodacetamidlösung (0,2 g/ml) zugegeben. Nach mindestens 30 min Reaktionszeit wurden 
jeweils 5 µl auf das Gel aufgetragen. 
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Tab. 3.5: Mit SDS-PAGE analysierte Proben (s. auch Abb. 4.2). 
 
Probe Lane 
mTG-behandelte Milch 4 
unbehandelte Milch (Kontrollprobe) 3 
Dispersion mTG-behandelter Caseine 10 
Dispersion unbehandelter Caseine 9 
Caseindispersion in Wasser 6 
Caseindispersion in SMUF 7 
 
3.3.6 Schwingungsspektroskopie 
Infrarot (IR)-Spektroskopie 
IR-Spektren wurden an einem Nicolet 210 FTIR-Spektrometer unter Verwendung der KBr-
Presstechnik aufgenommen. Es wurden ca. 1 mg Probe (gefriergetrocknetes Casein-
spezies/Calciumphosphat-Präzipitat oder entsprechende Referenzprobe) mit ca. 400 mg KBr 
für 30 s in einer Kugelmühle homogenisiert. Der KBr-Pressling wurde anschließend in einer 
Presse unter Vakuum für 2 min hergestellt (einschließlich einer kurzen Druck- sowie 
Entspannungsphase, um Lufteinschlüsse zu reduzieren). Die Auflösung der Spektren betrug 
2 cm-1, der spektrale Bereich 4000-400 cm-1. Die Spektren wurden mit 100 Scans 
aufgenommen und nicht basislinienkorrigiert. 
Raman-Spektroskopie 
Raman-Spektren wurden an einem Bruker RFS 100 FT-Raman-Spektrometer mit einem 
Nd-YAG-Laser der Wellenlänge 1064 nm bei einer Leistung von ca. 400 mW aufgenommen. 
Die festen Proben befanden sich in Glaskapillaren. Die Auflösung betrug 2 cm-1, der spektrale 
Bereich 4000-100 cm-1. Die Spektren wurden mit 1000 Scans aufgenommen und nicht 
basislinienkorrigiert. 
Weiterhin wurden Raman-Spektren an einem dispersiven NIR-Raman-Spektrometer 
(HoloLab Series 5000, Kaiser Optical Systems) aufgenommen. Die festen Proben wurden auf 
einem Calciumfluorid-Träger platziert. Die Aufnahme erfolgte über ein Mikroskop mit einem 
Objektiv mit 100facher Vergrößerung. Die Wellenlänge der verwendeten Laserdiode 
(SDL-8530) betrug 785 nm, die Laserleistung ca. 70 mW. Die Auflösung der Spektren betrug 
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4 cm-1, der spektrale Bereich 4000-250 cm-1. Die Spektren wurden mit 10 Scans 
aufgenommen und nicht basislinienkorrigiert.  
3.3.7 Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) 
0,5 µl einer 0,2 %igen (Massen-%) Caseinnetzwerkdispersion in dest. Wasser wurden auf ein 
Pioloform-befilmtes Cu-Lochgrid auftragen, bei Raumtemperatur getrocknet und mit 
Uranylacetatlösung und Bleicitratlösung kontrastiert. Die Probe wurde anschließend 
transmissionselektronenmikroskopisch (Tecnai 12; FEI, Hillsboro, USA) untersucht.[191] 
3.3.8 Lysozymaktivitätsbestimmung  
Caseinspezies/Lysozym-Proben 
Zur Bestimmung der Lysozymaktivität wurde der EnzCheck Lysozyme Assay Kit (Molecular 
Probes, Leiden, Niederlande) verwendet. In die Vertiefung einer 96-well-Mikrotiterplatte 
(Polystyrene Microplate, flat bottom, Greiner Bio-One) wurden je 50 µl der Probe und 50 µl 
der Substratlösung (Micrococcus lysodeiktikus, 0,05 mg/ml in einem 0,1 M Natrium-
phosphat/ 0,1 M NaCl/ 2 mM NaN3-Puffer, pH 7,5) gegeben. Die Floureszenz wurde mit 
einem Tecan Infinite 200 Plate Reader (Tecan, Crailsheim) 11mal pro Minute bestimmt 
(37 °C, Anregungswellenlänge: 485 nm, Emissionswellenlänge: 535 nm, Kinetikmodus). Zur 
Kalibrierung diente eine Lysozymlösung (1000 U/ml). 
Pellikel[109] 
In die Vertiefung einer 96-well-Mikrotiterplatte wird ein gemäß Kap. 3.2.5.4 behandeltes 
Zahnschmelzplättchen mit 50 µl Puffer (0,1 M Natriumphosphat/ 0,1 M NaCl/ 2 mM NaN3, 
pH 7,5) gegeben. Alle weiteren Schritte sind identisch der Lysozymaktivitätbestimmung für 
die Caseinspezies/Lysozym-Proben.  
3.3.9 Proteingehaltsanalyse nach Kjeldahl 
Es wurden sowohl von Dispersionen als auch von festen Proben Proteingehaltsbestimmungen 
durchgeführt. Die Proben (1-2 ml oder 5-20 mg) wurden in einen Aufschlusskolben (300 ml, 
BÜCHI) überführt und mit einer Spatelspitze Katalysatorgemisch nach Wieninger sowie 
10 ml konzentrierter Schwefelsäure versetzt. Das Gemisch wurde in einem Aufschlussblock 
(BÜCHI K-435) unter Rückfluss erhitzt, bis eine klare Lösung enstanden war. Nach 
Abkühlung wurden die aufgeschlossenen Proben mit ca. 30 ml Wasser und wenigen Tropfen 
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Tashiroindikator versetzt. Anschließend erfolgte eine Wasserdampfdestillation mittels einer 
Destillationseinheit (BÜCHI B-324; Wasser: 15 ml, Natronlauge (32 %ig, m/v): 40 ml, 
Borsäure (2 %ig, m/v): 50 ml, Destillationsdauer: 4 min, Dampf: 100 %). Das Destillat wurde 
mit 0,05 M H2SO4 gegen den Tashiroindikator (Farbumschlag von grün nach grau) titriert. 
Die Berechnung des Proteingehalts erfolgte unter Verwendung eines Kjeldahlfaktors von 6,38 
für Caseinproben. Für die Bestimmung der Wiederfindungsrate wurde methodisch analog 
vorgegangen. Statt der Proteinprobe wurde jedoch ca. 20 mg Ammoniumsulfat eingewogen. 
Der Blindwert wurde ebenfalls analog an einem Gemisch von 10 ml konzentrierte 
Schwefelsäure und Katalysator bestimmt. 
3.4 Sonstige Geräte 
Tab. 3.6: Übersicht verwendeter Geräte, die im Text nicht näher bezeichnet wurden. 
 
Bezeichnung Daten/ Verwendung Hersteller 
Gefriertrocknung Alpha 1-4 LSC - Christ 
Zentrifuge UNIVERSAL 320 R Zentrifugation bei 8960 g Hettich 
Zentrifuge Biofuge primo 
Zentrifugation bei 2500 g und 
3000 g 
Heraeus Instruments 
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4 Ergebnisse und Diskussion 
4.1 Einfluss der mTG-Vernetzung auf die Struktur mizellarer 
Caseinaggregate in UHT-Milch 
Auf der Grundlage der unter Kap. 2.6 beschriebenen NMR-spektroskopischen Arbeiten an 
Caseinen sollte im Rahmen der vorliegenden Arbeit zunächst die Eignung der 
31P Flüssigkeits (HR)-NMR-Spektroskopie zur Charakterisierung von mTG-vernetzten 
Caseinen bewertet werden.[192] 
4.1.1 Untersuchungen an UHT-Milch 
4.1.1.1 UHT-Milch und -Milchserum 
Für die Untersuchungen wurde ultrahocherhitzte Magermilch (UHT-Milch) und aus dieser 
Milch gewonnenes „mizellares Casein“ (s. Kap. 3.2.2) verwendet, da für mTG-inkubierte 
Caseine in UHT-behandelter Milch ein höherer Vernetzungsgrad gefunden wird als für 
Caseine aus Rohmilch.[43, 48, 49] Die Hochtemperaturbehandlung ruft eine Reihe von Ver-
änderungen in der Milch hervor. Die Molkenproteine denaturieren und besonders 
β-Lactoglobulin (β-LG) bindet via Sulphydryl-Disulfid Austauschreaktionen und hydrophobe 
Wechselwirkungen an κ-Casein.[193] Im Milchserum bilden sich lösliche β-LG/α-Lactalbumin 
(α-LA)/κ-Casein-Aggregate[194, 195] und κ-Casein dissoziiert teilweise während des Erhitzens 
der Milch von der Mizelle.[196] Außerdem sinkt bei erhöhter Temperatur die Löslichkeit des 
Calciumphosphats im Milchserum. Dies führt zu verstärkter Bildung von CCP in der Mizelle, 
das teilweise auch nach Abkühlung mit dieser assoziiert bleibt.[197] 
Abb. 4.1 a zeigt ein 31P HR NMR-Spektrum von kommerziell erhältlicher UHT-Milch bei 
einem typischen pH-Wert von 6,6. Die schmalen NMR-Signale stammen von verschiedenen 
mobilen, phosphorhaltigen Verbindungen in der Milch. Die genaue Zuordnung der Signale  
ist jedoch nicht trivial, da bei pH 6,6 einige der Signale überlappen.[198] Lediglich die  
Signale des Glycerophosphorylcholins (GPC: 0,50 ppm), des Glycerophosphoethanolamins 
(GPEA: 1,03 ppm) und des anorganischen Phosphats im Milchserum (Pi: 1,69 ppm) konnten 
durch Vergleich mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen[141, 198] eindeutig identifiziert werden 
(s. Bezeichnungen in Abb. 4.1). 
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Abb. 4.1: 31P HR NMR-Spektren und Fotos: (a) UHT-behandelte Mager-
milch (pH 6,55) und (b) UHT-Milchserum (pH 6,56); (a, b) 1440 Scans. 
 
Caseinmoleküle enthalten SerP-Reste (Kap. 2.1). Die Identifizierung der entsprechenden 
SerP-Signale neben den Signalen anderer phosphorhaltiger Substanzen im 31P HR NMR-
Spektrum (s. Abb. 4.1) ist wichtig, um Aussagen über die Caseine und den Einfluss der mTG-
Vernetzung auf ihre Struktur treffen zu können. Außerdem ist es für die Interpretation der 
31P HR NMR-Spektren von mTG-behandelter Milch (s. unten) entscheidend, sicher 
bestimmen zu können, ob schmale SerP-Signale in den Spektren der Milch von mobilen 
SerP-Resten innerhalb oder außerhalb der mizellaren Aggregate, also aus dem Milchserum, 
stammen. In der Literatur ist dies immer noch Gegenstand der wissenschaftlichen 
Diskussion.[141, 145-147, 198-200] 
Schmale 31P HR NMR-Signale können nur bei hinreichend hoher Beweglichkeit der Moleküle 
beobachtet werden (Kap. 2.5.1). Die Linienbreite von SerP-Signalen kann mit Gl. 2.1 
(Kap. 2.5.1) und den aus 31P MAS NMR-Messungen an kristallinem o-Phospho-L-Serin 
erhaltenen Werten (ωI = 763,4 MHz für 31P, ∆σ = 84,5 ppm, η = 0,9) abgeschätzt werden. Die 
Korrelationszeit der molekularen Reorientierung τC wächst mit der dritten Potenz des 
hydrodynamischen Radius RH des Moleküls oder supramolekularen Aggregats.[125] Unter der 
Annahme RH = 100 nm (τC ≈ 1 ms) für Caseinmizellen (s. Kap. 2.1) würde sich für die 
Signale des seringebundenen Phosphats eine Linienbreite von ca. 150 kHz ergeben, 
vorausgesetzt die Caseinmoleküle sind mit ihren SerP-Resten vollständig in der Mizelle 
immobilisiert. Die Linienbreite wäre dann also durch die Beweglichkeit der Mizelle im 
Ganzen bestimmt. Ein 150 kHz breites Signal würde jedoch im 31P HR NMR-Spektrum nicht 
zu detektieren sein. Das führt einige Autoren dazu, die von ihnen in 31P HR NMR-Spektren 
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beobachteten schmalen Signale SerP-Resten zuzuordnen, die mobil sind und sich an 
Caseinmolekülen innerhalb der Mizelle befinden.[141, 145-147, 199] Andere Autoren erklären diese 
schmalen SerP-Signale dagegen mit beweglichen Caseinen außerhalb der Mizelle, die im 
Milchserum vorliegen.[198, 200] 
Um zu klären, welcher dieser beiden Fälle vorliegt, wird der Zentrifugationsüberstand der 
UHT-Milch („UHT-Milchserum“) untersucht. Dieser sollte vorrangig dispergierte 
Caseinmoleküle/ -oligomere oder die durch die UHT-Behandlung gebildeten löslichen 
β-LG/α-LA/κ-Casein-Aggregate enthalten. Die Konzentration an großen Caseinaggregaten 
sollte dagegen bedeutend verringert sein, da diese durch die Zentrifugation größtenteils 
entfernt wurden.  
Vier wesentliche Beobachtungen ergaben sich für das so präparierte UHT-Milchserum: 
(1) Das 31P HR NMR-Spektrum des UHT-Milchserums (Abb. 4.1 b) zeigt Signale zwischen 
2,6 und 4,2 ppm, die eine ähnliche chemische Verschiebung, Linienbreite und Intensität 
besitzen wie die im UHT-Milch-Spektrum beobachteten Signale (vgl. Abb. 4.1 a). (2) DLS-
Messungen des nur leicht trüben Milchserums (s. Foto Abb. 4.1 b) zeigen übereinstimmend 
mit den Literaturergebnissen für vergleichbare Systeme,[194, 195] dass größtenteils Aggregate 
mit einem hydrodynamischen Radius RH von ca. 15 nm vorliegen. (3) Wie aus den 
SDS-PAGE-Daten ersichtlich (Abb. 4.2), enthält das für die NMR-Messungen verwendete 
Milchserum nach Zentrifugation (Lane 2) im Vergleich zu UHT-Milch (Lane 1) neben 
kleinen Mengen an αS1- und β-Casein hauptsächlich die Molkenproteine β-LG und α-LA 
(κ-und αS1-Casein konnten unter den angewandten Bedingungen nicht getrennt werden). Der 
Literatur zufolge werden αS1- und β-Casein nicht in die löslichen Aggregate in 
hitzebehandeltem Milchserum eingebaut.[194] Diese Caseine könnten also als Monomere oder 
kleine Caseinaggregate im UHT-Milchserum vorliegen. (4) Um zu entscheiden, welches der 
schmalen Signale im Spektrum des Milchserums von SerP stammt, werden die Caseine aus 
dem Milchserum durch Fällung bei pH 4,6 (isoelektrischer Punkt) entfernt. Die 
Vollständigkeit der Fällung wurde mit SDS-PAGE überprüft. Im 31P HR NMR-Spektrum des 
caseinfreien Milchserums (Abb. 4.3 b) fehlt im Vergleich zum Spektrum des UHT-Milch-
serums in Abb. 4.3 a ein Signal bei ca. 3,4 ppm (∆ν1/2 = 12 Hz (0,1 ppm), s. Pfeil in Abb. 4.3) 
und eine breiteres Signal zwischen ca. 2,8 und 3,8 ppm ist deutlich reduziert. Dies deutet 
darauf hin, dass das Signal bei 3,4 ppm von SerP-Resten an mobilen Caseinmolekülen 
stammt, während die breitere Signalkomponente eventuell auf kleinere Caseinaggregate 
zurückzuführen ist, die mit der Mizelle wechselwirken. 
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Abb. 4.2: SDS-PAGE Elektropherogramme: (Lane 1) UHT-behandelte Magermilch, (Lane 2) UHT-
Milchserum, (Lane 3) UHT-Milch als Kontrolle (identisch der mTG-behandelten Milch hergestellt bis 
auf die Zugabe von mTG) und (Lane 4) mTG-behandelte UHT-Milch, (Lane 5 und 8) 
Molmassenmarker, (Lane 6) Dispersion mizellaren Caseins in Reinstwasser und (Lane 7) in SMUF, 
(Lane 9) Dispersion mizellaren Materials aus nicht mTG-behandelter und (Lane 10) mTG-behandelter 
UHT-Milch, (Lane 11) reines β- und (Lane 12) αS1-Casein als Referenz. 
Lane 1-5 und 6-12 stellen unterschiedliche Elektropherogramme dar, die für diese Abbildung 
zusammengefügt wurden. 
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Abb. 4.3: 31P HR NMR-Spektren: (a) UHT-Milchserum (pH 6,68) und (b) UHT-
Milchserum, Casein durch Fällung entfernt (pH 6,68); (a) 1764 und (b) 736 Scans. 
 
Dieser Befund lässt die Schlussfolgerung zu, dass die schmalen Signale im 31P HR NMR-
Spektrum der UHT-behandelten Milch in Abb. 4.1 a unzweifelhaft von Molekülen oder 
kleinen Aggregaten im Milchserum stammen. Das Signal bei ca. 3,4 ppm kann eindeutig 
SerP-Resten an Caseinen zugeordnet werden. Die restlichen 31P NMR-Signale werden von 
anderen phosphorylierten Serumkomponenten verursacht. Die Caseine liegen wahrscheinlich 
als Monomere oder kleine Proteinaggregate außerhalb der Mizellen vor, die zwischen dem 
Milchserum und dem Inneren des mizellaren Caseinaggregats austauschen.[2] 
Es ist bekannt, dass die Zugabe von EDTA zu Milch eine Verstärkung der Pi- 
(vgl. Abb. 4.4 a und b) und der SerP-Signale (vgl. Abb. 4.4 c und d) zur Folge hat.[141] Die 
Auswirkungen einer EDTA-Zugabe auf UHT-Milch bei ihrem typischen pH 6,6 wurde 
allerdings noch nicht untersucht. Die EDTA-Behandlung ruft folgende Veränderungen im 
31P HR NMR-Spektrum der UHT-Milch hervor (s. Abb. 4.4): (1) In Übereinstimmung mit 
Ergebnissen aus Untersuchungen an Rohmilch[141] zeigt die SerP-Region des Spektrums drei 
Hauptsignale (oder Signalgruppen) bei ca. 2,8 ppm (Signal I), 3,1 ppm (Signal II) und 
3,5 ppm (Signal III). Durch die Zerstörung der CaP-Brücken in der Mizelle durch EDTA 
zerfällt diese unter Freisetzung der Caseinmoleküle und des in der Mizelle gebundenen Pi. 
Durch die erhöhte Mobilität geben diese Spezies nun schmale Signale, die mittels 
31P HR NMR-Spektroskopie detektierbar sind (Abb. 4.4 b und d). (2) Das Pi-Signal wird 
durch die EDTA-Zugabe um einen Faktor 2 erhöht (vgl. Abb. 4.4 a und b). Dies belegt, dass – 
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wie auch für Rohmilch nachgewiesen[141] – ca. 50 % des anorganischen Phosphats der Milch 
innerhalb des mizellaren Caseins gebunden sind. (3) Das Pi-Signal wird außerdem durch die 
EDTA-Zugabe von 11 auf 3 Hz Linienbreite verschmälert und von 1,6 nach 1,9 ppm 
verschoben. Dies spricht dafür, dass das anorganische Phosphat im Milchserum – eventuell 
über schnellen Austausch mit den CaP-Brücken in der Mizelle[141] – mit den mizellaren 
Caseinaggregaten wechselwirkt.  
 
  
 
 
Abb. 4.4: 31P HR NMR Spektren: (a) UHT-behandelte Magermilch (pH 6,50) 
und (b) UHT-behandelte Magermilch + EDTA (pH 6,53); (a) 1440 und (b) 240 
Scans; (c) 17-fach vergrößertes Spektrum aus (b). 
 
Die in diesem Abschnitt dargestellten Ergebnisse verdeutlichen, dass die 31P HR NMR-
Spektroskopie eine wertvolle Methode ist, um Informationen über mobile phosphorhaltige 
Verbindungen in der Milch zu erhalten. Deshalb ist diese Methode geeignet, um den Einfluss 
der mTG-Vernetzung auf UHT-Milch zu untersuchen.  
4.1.1.2 mTG-behandelte UHT-Milch und -Milchserum 
Vergleicht man die Spektren von mTG-behandelter Milch (Abb. 4.5 b) und nicht 
mTG-behandelter Milch (Abb. 4.5 a), ist es besonders auffallend, dass das Signal bei 3,4 ppm 
im Spektrum der mTG-behandelten Milch nicht mehr vorhanden oder zumindest wesentlich 
verbreitert und damit nicht mehr detektierbar ist (s. Pfeil in Abb. 4.5). Wie oben beschrieben, 
stammt dieses Signal von SerP an Caseinmolekülen im Milchserum. Sein Verschwinden 
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spricht damit für eine Integration von Serumcasein in die mizellaren Aggregate während der 
mTG-Behandlung. Dies wird ebenfalls von Partschefeld et al.[41] beobachtet. 
mTG-vernetzte Caseinmizellen weisen eine erhöhte Stabilität gegenüber Ca-komplexierenden 
Reagenzien auf.[23, 24, 27-29, 45] Besonders Partschefeld et al.[28] untersuchen die Stabilität 
mTG-vernetzter Mizellen in UHT-Milch gegenüber EDTA-induzierter Zerstörung der 
Mizelle. In Abb. 4.6 sind die 31P HR NMR-Spektren der mTG- und anschließend 
EDTA-behandelten UHT-Milch (Abb. 4.6 b) und der entsprechenden nicht mTG-behandelten 
Kontrollprobe (Abb. 4.6 a) dargestellt. Es ist festzustellen, dass sich die Signalintensität der 
drei SerP-Signalgruppen (I-III bei 2,8 … 3,6 ppm) der mTG-inkubierten Milch (Abb. 4.6 b) 
deutlich gegenüber der nicht mTG-vernetzten Kontrollprobe (Abb. 4.6 a) verringert. Das 
spricht dafür, dass eine bestimmte Anzahl an Caseinmolekülen mit ihren SerP-Resten durch 
die mTG-Behandlung immobilisiert, das heißt, wahrscheinlich zu Aggregaten beträchtlicher 
Größe vernetzt werden. Die lange Korrelationszeit τC dieser supramolekularen Strukturen 
bewirkt eine starke Verbreiterung der 31P-Signale der SerP-Reste der vernetzten Caseine, die 
damit der Detektion durch die 31P HR NMR-Spektroskopie entzogen werden. Die nicht 
vernetzten Caseine werden durch die Zerstörung der CaP-Brücken der Mizelle während der 
EDTA-Behandlung freigesetzt und damit mobilisiert und erzeugen die schmalen Signale. Dies 
steht in Übereinstimmung mit Arbeiten anderer Autoren.[24, 27-29, 45] Die Ergebnisse der 
31P NMR-Messungen werden durch mehrere Erkenntnisse aus den SDS-PAGE-
Untersuchungen gestützt (Abb. 4.2): Zunächst ist ein beträchtlicher Anteil an Proteinen der 
mTG-inkubierten UHT-Milch in großen Strukturen gebunden, die aufgrund ihrer Größe nicht 
auf das Gel gelangen (s. Markierung Abb. 4.2, Lane 4). Weiterhin deuten sich für die 
mTG-vernetzte Probe Oligomerbanden an, die sich in der Kontrollprobe nicht feststellen 
lassen (vgl. Lane 4 und 3, und Markierungen in Abb. 4.2). In der Kontrollprobe finden sich 
dagegen fast ausschließlich die Banden der monomeren Proteine αS1-, β- und αS2-Casein 
sowie der Molkenproteine β-LG und α-LA (Abb. 4.2, Lane 3). Außerdem fällt im Vergleich 
von Lane 3 und 4 in Abb. 4.2 auf, dass die β-Casein-Bande in ihrer Intensität stärker reduziert 
ist als die αS1-Casein-Bande. Dies steht in Übereinstimmung mit Erkenntnissen anderer 
Arbeitsgruppen sowohl für hitzebehandelte Milch als auch Rohmilch und belegt, dass 
β-Casein offensichtlich stärker vernetzt wird als αS1-Casein.[25, 26, 41, 43]  
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Abb. 4.5: 31P HR NMR-Spektren: (a) unbehandelte (pH 6.55) und  
(b) mTG-behandelte UHT-Magermilch (pH 6,55). (a, b) 1440 Scans. 
 
 
 
 
 
Abb. 4.6: 31P HR NMR-Spektren EDTA-behandelter UHT-Magermilch: (a) 
Kontrollprobe (pH 6,55) und (b) mTG-behandelt (pH 6,55); (a, b) 256 Scans. 
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Die NMR-Spektroskopischen Ergebnisse demonstrieren, dass es mit 31P HR NMR-
Spektroskopie möglich ist, den Einfluss der mTG-Vernetzung auf die Caseine in 
UHT-behandelter Milch zu untersuchen. Erkenntnisse über mTG-induzierte Effekte können 
sowohl aus den Spektren der intakten als auch der EDTA-degenerierten mizellaren Aggregate 
gewonnen werden. 
Wie gezeigt, beeinflussen neben den Signalen der interessierenden Spezies (SerP und Pi) auch 
die Resonanzen der anderen phosphorylierten Verbindungen der Milch das 31P HR NMR-
Spektrum. Um die spektralen Zuordnungen abzusichern und vor allem die Quantifizierung der 
SerP- und Pi-Signale zu vereinfachen, sollte jedoch ein Modellsystem untersucht werden, das 
nur mizellares Casein enthält und damit nur die relevanten SerP- und Pi-NMR-Signale zeigt. 
Ein solches Modellsystem lässt sich herstellen, indem Casein aus UHT-Milch durch 
Zentrifugation isoliert und anschließend redispergiert wird. Die anderen phosphorhaltigen 
Verbindungen der Milch sowie die Molkenproteine verbleiben beim Zentrifugieren im 
Überstand. 
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4.1.2 Untersuchungen an Caseindispersionen 
4.1.2.1 Dispersion unbehandelter Caseine 
Da im Rahmen dieser Untersuchungen die 31P HR NMR-Spektroskopie zum Einsatz kommt, 
soll die weitere Zugabe von Phosphat zur Probe möglichst vermieden werden. Deshalb wird 
das durch Zentrifugieren aus UHT-Milch erhaltene mizellare Casein in Reinstwasser an- 
stelle des üblichen phosphathaltigen synthetischen Milchultrafiltrats (SMUF) re- 
dispergiert.[129, 144, 151, 152, 201] Wie SDS-PAGE und DLS-Messungen belegen, hat die Verwen-
dung von Reinstwasser anstelle von SMUF keinen Einfluss auf die Zusammensetzung und 
Größe der mizellaren Aggregate: Die SDS-PAGE-Bandenprofile der mit Reinstwasser 
behandelten Probe (Abb. 4.2, Lane 6) und der mit SMUF behandelten Vergleichsprobe 
(Abb. 4.2, Lane 7) sind identisch. DLS-Messungen zeigen, dass der hydrodynamische Radius 
der mit Reinstwasser behandelten Aggregate (Abb. 4.7 a) in der gleichen Größenordnung liegt 
wie bei nativen Caseinmizellen. Damit stellen die in Reinstwasser dispergierten Mizellen ein 
Modellsystem dar, das dem der konventionell in SMUF dispergierten Mizellen vergleichbar 
ist. 
 
 
 
 
Abb. 4.7: Teilchengrößenverteilungen 
von Caseinen dispergiert in Reinstwasser: 
(a) vor und (b) nach Zugabe von EDTA.  
d bezeichnet den hydrodynamischen 
Durchmesser. 
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Das 31P HR NMR-Spektrum des aus UHT-Milch gewonnenen und in Reinstwasser 
redispergierten mizellaren Caseins (Abb. 4.8 a) führt nach Linienformzerlegung zu vier 
Einzelsignalen (Abb. 4.8 c). 
 
 
Abb. 4.8: 31P HR NMR-Spektrum von Caseinen, dispergiert in 
Reinstwasser (pH 6,55): (a) experimentelles Spektrum, (b) Summe der 
Linienformzerlegung und (c) Linienformzerlegung in vier Signale. 
Inset: Vergleich der experimentellen Spektren der Caseindispersion. 
(1) vor EDTA-Behandlung (pH 6,55) und (2) nach EDTA-Behandlung 
(pH 6,54).  
Das Signal bei 20,6 ppm stammt von der Referenzverbindung N3P3Cl6 
in einer Glaskapillare im NMR-Röhrchen. (a, Inset 1) 2880 und 
(Inset 2) 400 Scans.  
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Signal 1 bei 1,6 ppm (∆ν1/2 = 10 Hz) bezeichnet das Signal des mobilen Pi in der wässrigen 
Phase. Zwei weitere Signale (Signal 2 und 3, ∆ν1/2 = 90 bzw. 260 Hz) befinden sich in der 
SerP-Region. Signal 2 bei 3,2 ppm kann – analog zum Milchserum – SerP-Resten an 
Caseinmolekülen oder kleinen Proteinaggregaten im wässrigen Medium zugeordnet werden, 
die mit dem Inneren der mizellaren Aggregate austauschen. Da das SDS-PAGE-Elektro-
pherogramm zeigt, dass nur geringe Mengen an β-LG und α-LA in den Caseindispersionen 
vorhanden sind (Abb. 4.2, Lane 6), könnten diese kleinen Proteinaggregate vollständig aus 
Casein bestehen. Dieses Signal ist mit einer Linienbreite von ∆ν1/2 = 90 Hz (0,7 ppm) 
allerdings deutlich breiter als das Signal, das im UHT-Milchserum für SerP zu finden ist 
(∆ν1/2 = 12 Hz (0,1 ppm), s. Pfeil Abb. 4.3 a). Dies könnte auf ein verändertes 
Austauschverhalten der Caseine zwischen der wässrigen Phase und den mizellaren 
Aggregaten in den Caseindispersionen im Vergleich zum Milchserum hinweisen. Um die 
Ursachen der Linienverbreiterung abschließend zu klären, ist jedoch weitere Forschungsarbeit 
nötig. 
Signal 3 bei 3,8 ppm (Abb. 4.8 c) stammt wahrscheinlich von SerP oder Pi mit einer mittleren 
Mobilität, das sich an Caseinmolekülen befindet, die möglicherweise ebenfalls mit den 
mizellaren Aggregaten wechselwirken. 
Die Linienformzerlegung zeigt weiterhin ein sehr breites Hintergrundsignal (Signal 4, 
Abb. 4.8 c), das von anderen Autoren in ähnlicher Weise in 31P HR NMR-Spektren von β-
CN-Peptid-CaP-Nanoclustern beobachtet wird.[9] Aus Abb. 4.8 ist ersichtlich, dass dieses 
Signal den Hauptanteil der spektralen Intensität ausmacht (65 %). Aus der Linienbreite von 
ca. 3 kHz kann mit Gl. 2.1 (s. Kap. 2.5.1) auf eine Korrelationszeit τC der 
signalverursachenden Phosphatspezies von ca. 20 µs geschlossen werden. Wie in Kap. 4.1.1.1 
ausgeführt, würden 31P-Kerne, die mit einer vollständig starren Mizelle (RH = 100 nm, 
τC ≈ 1 ms) verbunden sind, zu einem Signal mit einer Linienbreite von 150 kHz führen. Es ist 
deshalb offensichtlich, dass die Phosphoratome, die Signal 4 erzeugen und sich 
wahrscheinlich im Inneren des mizellaren Aggregats befinden, nicht völlig immobilisiert sein 
können. Die SerP- und Pi-tragenden Caseinabschnitte innerhalb der mizellaren Aggregate, 
könnten daher einen gewissen Grad an Beweglichkeit besitzen, was ihre Detektion als breites 
Hintergrundsignal im 31P HR NMR-Spektrum ermöglicht.[202]  
Mithilfe der 31P HR NMR-Spektroskopie kann also zwischen einem kleinen Anteil von relativ 
mobilen SerP (ca. 7 %), die sich außerhalb bzw. im Austausch mit den großen mizellaren 
Aggregaten befinden (Signal 2), und Phosphaten reduzierter Mobilität, die wahrscheinlich im 
Inneren der Aggregate gebunden sind (Signal 4), sehr gut differenziert werden. 
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Nach Zugabe von EDTA zu den Caseindispersionen wird in den DLS-Messungen der Zerfall 
der großen mizellaren Aggregate deutlich. Die Teilchengrößenverteilung enthält vor der 
EDTA-Zugabe (Abb. 4.7 a) hauptsächlich Aggregate mizellähnlicher Größe; nach der EDTA-
Zugabe (Abb. 4.7 b) liegen jedoch nur noch sehr viel kleinere Aggregate vor. In den 
31P HR NMR-Spektren zeigen sich wie im Falle der UHT-Milch (vgl. Abb. 4.4) zum einen 
die intensiven Signale I-III in der SerP-Region (Abb. 4.8, Inset 2) und zum anderen das 
intensivierte, verschmälerte und verschobene Pi-Signal (Abb. 4.8, Inset 2, das Pi-Signal ist 
nicht in seiner vollen Höhe gezeigt). 
4.1.2.2 Dispersion mTG-vernetzter Caseine 
Um den Einfluss des mTG-induzierten Vernetzungseffektes auf Caseine weiter zu 
untersuchen, wird eine Dispersion von aus UHT-Milch isolierten, mTG-behandelten Caseinen 
als Modellsystem hergestellt, die nach Zugabe von EDTA mittels 31P HR NMR-
Spektroskopie untersucht wird. 
Abb. 4.9 a und b zeigen die Spektren von EDTA-behandelten Dispersionen mizellaren 
Caseins ohne bzw. mit mTG-Behandlung. Wiederum sind die drei Hauptsignale der 
SerP-Reste zu identifizieren (Signale I-III). Die Intensität dieser Signale ist für die 
mTG-behandelte Probe (Abb. 4.9 b) ca. 20 % geringer als für die nicht mTG-behandelte 
Probe (Abb. 4.9 a), was in Übereinstimmung mit dem für UHT-Milch gefundenen Verhalten 
steht (vgl. Abb. 4.6). 
Dieses Verhalten weist wiederum auf das Vorliegen großer, mit HR NMR-Spektroskopie 
nicht detektierbarer Caseinnetzwerke hin, die während der mTG-Behandlung gebildet werden. 
Auch die SDS-PAGE-Ergebnisse (Abb. 4.2) für die mTG-behandelten und unbehandelten 
Dispersionen (Lane 9 bzw. 10) weisen im Vergleich zu den entsprechenden Milchproben 
(Lane 3 und 4) ähnliche Befunde auf. Die Abnahme der Banden der monomeren Caseine wird 
von einer Zunahme der Banden von Oligomeren begleitet (s. Markierungen Abb. 4.2, 
Lane 10). Die β-Casein-Bande der mTG-behandelten Probe (Lane 10) ist im Vergleich mit 
der unbehandelten Probe (Lane 9) deutlich stärker reduziert als die αS1-Casein-Bande. Wie 
bereits erwähnt, konnte κ-Casein auf den Gelen nicht von αS1-Casein unterschieden werden. 
Hier nicht gezeigte Messungen belegen, dass beide Proteine an fast denselben Positionen 
erscheinen. Deshalb ist möglicherweise die verringerte Intensität der αS1-Casein-Bande zu 
einem gewissen Teil der Vernetzung von κ-Casein geschuldet. Die Abschätzung des 
Vernetzungsgrades des κ-Casein aus den 31P HR NMR-Spektren ist schwierig, da κ-Casein 
nur etwa 10 % der Caseine in der Milch ausmacht[1] und nur einen SerP-Rest besitzt, das 
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heißt, sein Beitrag zum Spektrum ist gering. Es ist jedoch möglich, die Beweglichkeit des in 
den Proben enthaltenen κ-Caseins aus 31P MAS NMR-Spektren abzuschätzen. 
 
 
 
 
Abb. 4.9: 31P HR NMR-Spektren EDTA-behandelter Caseindispersionen: (a) ohne und (b) mit mTG-
Behandlung, (c) β-casein und (d) αS1-Casein. Insets: Teilchengrößenverteilung der Aggregate in den 
in (a) und (b) gezeigten Caseindispersionen (1: vor EDTA-Behandlung, 2: nach EDTA-Behandlung);  
(a, b) 400 Scans, (c) 4208 Scans, (s) 2656 Scans.  
Die Spektren (a/b) und (c/d) wurden hinsichtlich ihrer Scanzahl und ihres Proteingehalts separat 
normiert. 
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Die Erkenntnisse aus den 31P HR NMR-Spektren und den SDS-PAGE-Untersuchungen 
können durch DLS-Messungen erweitert werden, deren Ergebnisse in den Insets in 
Abb. 4.9 a und b dargestellt sind. Nach Zugabe von EDTA zu den Dispersionen 
mTG-behandelter Caseine verändert sich der hydrodynamische Radius der vorliegenden 
Aggregate nicht, sondern bleibt in der Größenordnung intakter Mizellen (Abb. 4.9 b, Inset: (1) 
vor und (2) nach EDTA-Zugabe). Dies demonstriert die Stabilität der vernetzten Aggregate. 
Dagegen finden sich in der nicht mTG-behandelten Kontrollprobe nach EDTA-Zugabe 
ausschließlich wesentlich kleinere Aggregate (Abb. 4.9 a, Inset (2)), was für den Zerfall der 
mizellaren Aggregate spricht. 
Während also die schmalen Signale in den NMR-Spektren der mTG-behandelten Caseine 
(Abb. 4.9 b) deutlich auf hochmobile Moleküle hinweisen, zeigen die Teilchen-
größenverteilungen keinen Hinweis auf solche kleineren Aggregate (Abb. 4.9 b, Inset (2)). 
Für diesen scheinbar widersprüchlichen Befund sind zwei Erklärungen möglich: (1) Die nicht 
durch mTG vernetzten Caseinmoleküle, die durch die Zerstörung der mizellaren CaP-Brücken 
mobilisiert werden, befinden sich immer noch innerhalb der großen quervernetzten 
Caseinaggregate, wo sie offensichtlich sehr frei diffundieren können, sich aber der 
DLS-Messung entziehen würden. (2) Wahrscheinlicher erscheint jedoch, dass die nicht 
vernetzten Caseinmoleküle in das wässrige Umgebungsmedium freigesetzt werden. Auch in 
diesem Fall würden die Monomere oder kleinen Aggregate durch DLS nicht detektierbar sein, 
da die Intensität des von ihnen gestreuten Lichts wesentlich geringer ist als die der großen 
vernetzten Aggregate, die sich ebenfalls in der Dispersion befinden (vgl. das um 
ca. zwei Größenordnungen intensivere Signal in Abb. 4.9 b, Inset 2 mit Abb. 4.9 a, Inset 2). 
Da die Dichte der vernetzten Caseinaggregate jedoch nach Variante (2) abnehmen müsste, 
sollte sich die Intensität des Streulichts nach Zugabe von EDTA verringern. Das wird auch 
tatsächlich beobachtet. Die mTG-behandelte Probe weist nach EDTA-Zugabe eine um das 
2,5-fache reduzierte Streulichtintensität auf als die Probe vor der EDTA-Behandlung 
(vgl. Abb. 4.9 b, Inset 2 und 1). 
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Kombination von 31P HR NMR-
Spektroskopie und DLS sich sehr gut eignet, um die Auswirkung einer mTG-Behandlung auf 
Caseine zu verfolgen. Die erhaltenen Ergebnisse befinden sich in Übereinstimmung mit 
Erkenntnissen, die durch andere analytische Methoden gewonnenen werden: Die mTG-
Behandlung von Milch hat eine kovalente Quervernetzung der Caseine zur Folge.[24, 27-29, 45] 
Die nicht vernetzten Caseine, welche durch die EDTA-Behandlung aus den vernetzten 
Aggregaten entfernt werden, können direkt in der Dispersion neben letzteren „sichtbar“ 
gemacht werden. Die vernetzten Caseinaggregate bleiben damit als netzwerkartige 
Überstrukturen zurück. Diese Beobachtungen führen zu dem in Abb. 4.10 dargestellten 
Modell: 
 
 
 
Abb. 4.10: Stabilisierung mizellarer Caseinaggregate durch mTG-Vernetzung (a → b) gegen EDTA-induzierte 
Zerstörung (b → c). (a) unbehandeltes und (b) mTG-vernetztes mizellares Caseinaggregat. (c) Caseinmoleküle, 
die nicht in das Netzwerk eingebunden werden, werden durch die Zerstörung der CaP-Brücken freigesetzt. Dabei 
bleibt ein Caseinnetzwerk zurück.  
 
Vergleicht man die in Abb. 4.9 a und b gezeigten Spektren, fällt auf, dass die mTG-
Behandlung sich in unterschiedlichem Maße auf die drei SerP-Signale auswirkt. Der 
ausgeprägteste Effekt wird für Signal III bei 3,5 ppm beobachtet (s. Pfeile in Abb. 4.9 a und 
b). Wie anhand des Spektrums des reinen β-Caseins (Abb. 4.9 c) zu erkennen, stammt dieses 
Signal von β-Casein. Es kann dort der Phosphatgruppe an Ser35 zugeordnet werden.[144, 148] 
αS1-Casein trägt nur in geringem Maße zur Intensität von Signal III bei, wie aus dem 
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Vergleich der Spektren beider Proteine (Abb. 4.9 c und d) ersichtlich ist. Die Signale I und II 
setzen sich wahrscheinlich größtenteils aus Überlagerungen der Beiträge von β- und 
αS1-Casein zusammen. 
Da Signal III vorrangig von β-Casein erzeugt wird, kann seine Intensitätsveränderung als 
Abschätzung für den Vernetzungsgrad des β-Caseins dienen. Integriert man Signal III der in 
Abb. 4.9 a und b gezeigten Spektren, ergibt sich eine Abnahme der Intensität um ca. 33 % in 
den Spektren der mTG-vernetzten Caseine (Abb. 4.9 b) im Vergleich zu den unbehandelten 
Caseinen (Abb. 4.9 a). Die mTG-Behandlung führt also dazu, dass 33 % der Caseinmoleküle, 
die zu Signal III beitragen – also hauptsächlich β-Casein –, vernetzt werden. Weil die 
Abnahme der summierten Intensität von Signal I-III nur ca. 20 % beträgt (s. o.), bestätigt dies 
wiederum die bevorzugte Vernetzung von β-Casein im Gegensatz zu αS1-Casein, die sich 
schon in den SDS-PAGE-Ergebnissen gezeigt hat (Abb. 4.2) und auch im Rahmen anderer 
Untersuchungen gefunden wird.[41, 43] 
Für die Art der Vernetzungsstruktur der Caseinaggregate sind zwei Möglichkeiten denkbar: 
Entweder entsteht durch die mTG-Behandlung ein dreidimensionales Netzwerk oder die 
Vernetzung geschieht nur in den äußeren Regionen, wie von Partschefeld et al. 
vorgeschlagen.[41] Beide Vernetzungsstrukturen könnten zu den stabilen, mizellgroßen 
Caseinaggregaten führen. mTG liegt mit seinem Molekulargewicht von ca. 38 kDa[39] im 
gleichen Bereich wie die Caseinmoleküle (ca. 23 kDa). Untersuchungen belegen, dass es 
großen Molekülen wie Proteinen und synthetischen Polymeren möglich ist, innerhalb der 
gesamten Mizelle zu diffundieren.[47] Daher ist es durchaus denkbar, dass das Enzym Zugang 
zur gesamten Mizelle findet. Die mTG-induzierte Quervernetzung der Caseine würde dann 
anstatt zu einer hohlen Sphäre, bei der nur die äußeren Regionen vernetzt sind, zu einem 
dreidimensionalen „schwammartigen“ Netzwerk führen. In diesem Fall wäre die geringere 
Vernetzung von αS1-Casein gegenüber β-Casein nicht mehr durch seine für mTG schwer 
zugängliche Lage im Inneren der Mizelle zu erklären, sondern möglicherweise mit der 
höheren Flexibilität und Diffusionsfähigkeit des β-Caseins in der Mizelle[43] (s. Kap. 2.2.2). 
Die TEM-Aufnahme von Caseinnetzwerken zeigt gleichmäßig dichte Aggregate in der 
Größenordnung von Caseinmizellen (Abb. 4.11). Es ist jedoch nicht möglich zu entscheiden, 
ob hohle Sphären oder „schwammartig“ vernetzte Aggregate vorliegen, da die 
(dreidimensionale) Mizelle bei beiden Vernetzungsvarianten das gleiche (zweidimensionale) 
Bild ergeben würde.[203] 
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Abb. 4.11: TEM-Aufnahme von Caseinnetzwerken. 
 
4.1.3 Untersuchungen an aufkonzentrierten Caseinen[202] 
Die Mobilität des an der Oberfläche der mizellaren Aggregate befindlichen κ-Caseins unter 
dem Einfluss der mTG-Behandlung kann aufgrund seines geringen Anteils in den Aggregaten 
und seiner geringen Phosphorylierung nicht mittels 31P HR NMR-Spektroskopie untersucht 
werden. Allerdings ist der Nachweis des κ-Caseins mittels 31P MAS NMR-Experimenten 
möglich. Dazu werden Spin-Echo-NMR-Spektren von mizellarem Casein aufgenommen,[129] 
das als Rückstand nach Zentrifugation von UHT-Milch gewonnenen wurde. 
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Abb. 4.12: 31P Spin-Echo MAS NMR-Spektren: (a) unbehandelte und (b) mTG-behandelte, 
aus UHT-Milch durch Zentrifugieren gewonnene Caseine. Der Pfeil markiert das Signal des 
κ-Caseins; (a, b) 3000 Scans. 
 
Signalbeiträge von weniger mobilen Phosphoratomen werden bei diesem NMR-Experiment 
unterdrückt. Abb. 4.12 zeigt die Spin-Echo-Spektren von mTG-behandelten (Abb. 4.12 b) und 
nicht mTG-behandelten Caseinen (Abb. 4.12 a). Das Signal bei ca. 3,0 ppm stammt von 
mobilem anorganischen Phosphat, das mit der Mizelle assoziiert ist oder sich im Inneren der 
Mizelle befindet. Das Signal bei 1,7 ppm ist dem SerP-Rest des κ-Caseins zuzuordnen 
(s. Pfeil Abb. 4.12).[129] Der Vergleich beider Spektren zeigt, dass die mTG-Behandlung 
keinen wesentlichen Einfluss auf die Signale hat. Ergebnissen anderer Autoren zufolge ist 
κ-Casein ein sehr effektives Substrat für Transglutaminase[43] und wird wahrscheinlich 
während der enzymatischen Vernetzung kovalent an die Mizelle gebunden.[26, 29] Diese 
Vernetzung von κ-Casein scheint jedoch keine Auswirkungen auf die Mobilität des 
phosphorylierten Ser149-Restes des κ-Caseins zu haben (vgl. die mit Pfeil markierten Signale 
in Abb. 4.12 a und b). Auch die Beweglichkeit des anorganischen Phosphats scheint von der 
mTG-Behandlung nicht beeinträchtigt zu werden. 
Darüber hinaus sind die hier gezeigten Spektren in guter Übereinstimmung mit den Spektren 
von mizellarem Casein, das aus Rohmilch gewonnen wurde,[129] obwohl die hier untersuchten 
Caseine einer UHT-Behandlung ausgesetzt waren. 
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4.1.4 Zusammenfassung 
Die kombinierte Anwendung von 31P HR NMR-Spektroskopie und dynamischer Licht-
streuung ermöglicht die Charakterisierung der supramolekularen Struktur und internen 
Mobilität von mizellaren Caseinaggregaten aus UHT-Milch speziell unter dem Einfluss einer 
mTG-Vernetzung. Im Besonderen können folgende Schlussfolgerungen gezogen werden: 
(1) Die schmalen Signale in den 31P HR NMR-Spektren der Milch stammen von 
phosphorylierten Verbindungen im Milchserum, wobei eines dieser Signale (bei 3,4 ppm) 
Caseinen zugeordnet wird. Im Gegensatz dazu ist ein 3 kHz breites Signal, das in 
Spektren von Caseindispersionen beobachtet werden kann,[202] wahrscheinlich 
mizellgebundenen Caseinen zuzuordnen. 
(2) Die Anwendung von 31P HR NMR-Spektroskopie auf mTG-inkubierte UHT-Milch zeigt 
den Einbau von Casein aus dem Milchserum in die mizellaren Aggregate während der 
enzymatischen Reaktion. Mit 31P HR NMR-Spektroskopie – in Kombination mit 
dynamischer Lichtstreuung – gelingt es, das Vorliegen vernetzter Caseinaggregate in 
Dispersionen mTG-behandelter Caseine nachzuweisen und den Anteil an nicht ver-
netztem Casein „sichtbar“ zu machen, der durch EDTA-Zugabe aus den mTG-vernetzten 
Caseinnetzwerken freigesetzt wird. Die Caseinnetzwerke weisen nach EDTA-
Behandlung eine geringere Proteindichte auf als mizellares Casein, da sie nur ca. 20 % 
des SerP der mizellaren Aggregate enthalten. Sie werden entweder dreidimensional 
„schwammartig“ oder nur in den äußeren Bereichen vernetzt. 
(3) Weiterhin kann mit der 31P HR NMR-Spektroskopie der Einfluss der mTG-Behandlung 
spezifisch auf β-Casein untersucht und die bevorzugte Vernetzung dieses Caseins 
verfolgt werden. 
(4) 31P MAS NMR-Untersuchungen lassen vermuten, dass der Bewegungsgrad des 
phosphorylierten Ser149-Restes des κ-Caseins in der äußeren Schicht der mizellaren 
Caseinaggregate durch die mTG-Behandlung nicht wesentlich verändert wird.[202]  
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4.2 Charakterisierung der Caseinnetzwerk/Calciumphosphat-
Präzipitate 
Es ist bekannt, dass Caseinkomponenten Vorläuferphasen von Hydroxylapatit stabilisieren 
(s. Kap. 2.3.2). Einige dieser Casein/Calciumphosphat-Komplexe kommen bereits als 
Remineralisierungspräparate in der Zahnmedizin zum Einsatz.[15] Es ist deshalb im Rahmen 
dieser Arbeit von Interesse, wie die unter Kap. 4.1.2.2 beschriebenen Caseinnetzwerke auf die 
Präzipitation von Calciumphosphat wirken und welches Anwendungspotential sich daraus 
ableiten lässt. Vergleichend wird ebenfalls die Calciumphosphatfällung ohne 
Proteinkomponente und in Gegenwart von unvernetztem Casein untersucht, das aus UHT-
Milch isoliert wurde. 
4.2.1 Spektroskopische Untersuchungen an Referenzsubstanzen 
Da während der Fällungsexperimente Caseinnetzwerke und Casein als Proteinkomponenten 
zur Anwendung kommen, sollen diese Proteinkomponenten sowie die auftretenden 
Calciumphosphate als Referenzsubstanzen Festkörper (MAS)-NMR- und schwingungs-
spektroskopisch zu charakterisieren, um dann Vergleiche mit den Präzipitaten herzustellen. 
4.2.1.1 Casein und Caseinnetzwerke 
Die 31P MAS NMR-Spektren (Abb. 4.13) der gefriergetrockneten Caseine und 
Caseinnetzwerke zeigen ein sehr breites Signal (∆ν1/2 ca. 5 ppm) niedriger Intensität mit 
einem Schwerpunkt bei ca. 2,3 ppm für die Caseine und 5,6 ppm für die Caseinnetzwerke. 
Die chemische Verschiebung für das Caseinsignal stimmt mit den Literaturwerten überein 
und enthält Beiträge von immobilen organischen (SerP) und anorganischen (Pi) 
Phosphatkomponenten.[129] Die Caseinnetzwerke sind durch die EDTA-Behandlung frei von 
Pi. Das beobachtete Signal stammt somit nur von den caseingebundenen SerP-Resten. SerP-
Reste reiner Caseine erzeugen Signale bei 0,5-1,5 ppm.[129] Daher weist die chemische 
Verschiebung von 5,6 ppm für das Signal der SerP-Reste der Caseinnetzwerke auf eine 
veränderte chemische Umgebung im Vergleich zu nativen Caseinen hin. Die Breite der 
Signale deutet darauf hin, dass die Caseinspezies nach der Trocknung in einem ungeordneten 
Zustand vorliegen. Dieser ungeordnete Zustand führt dazu, dass sich die in der Probe 
vorliegenden P-Atome in leicht unterschiedlichen elektronischen Umgebungen befinden und 
damit unterschiedliche chemische Verschiebungen besitzen, die sich zu den in Abb. 4.13 
beobachteten breiten Signalen addieren. Aufgrund der geringen Intensität (vgl. das geringe 
S/R trotz großer Anzahl an Scans in Abb. 4.13) und der großen Linienbreite dieser Signale ist 
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von den Caseinen und Caseinnetzwerken nur ein geringer Beitrag zu den Spektren der 
Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitate zu erwarten (s. Kap. 4.2.2). 
In den IR-Spektren beider Caseinspezies sind die für Proteine typischen Amid I- 
(ca. 1650 cm-1), Amid II- (ca. 1550 cm-1) und Amid III-Banden (ca. 1250 cm-1) sowie die 
Banden der CH- (ca. 2900 cm-1) und NH-/OH- (3300 cm-1) Valenzschwingungen zu erkennen 
(Abb. 4.14).[204] Die für Phosphat typischen intensiven Banden der PO4-Valenzschwingung im 
Bereich von ca. 1030-1130 cm-1 (siehe z. B. Koutsopoulos[205]) sind nicht zu beobachten.  
Die Raman-Spektren der Caseinspezies (Abb. 4.15) zeigen ebenfalls die für Proteine 
typischen Signale (Amid-III-Bande um 1350 cm-1, C-H-Deformationsschwingung um 
1445 cm-1, Amid-I-Bande um 1650 cm-1). Auch hier sind die Phosphat-Signale (PO4-Valenz-
schwingung) im Bereich von ca. 960-1000 cm-1 (siehe z. B. Tsuda[206]) nicht zu erkennen. 
Sowohl für die Caseinnetzwerke als auch für Casein liegen die phosphorylierten Serinreste 
(SerP) in sehr geringer Konzentration vor (durchschnittlich etwa sechs SerP pro ca. 190 
Aminosäureresten im Caseinmolekül). Zudem wurde aus den Caseinnetzwerk-Proben das 
anorganische Phosphat (Pi) durch die EDTA-Behandlung entfernt. Für die Caseinnetzwerke 
sind die entsprechenden Banden für SerP und Pi in den Schwingungsspektren also nicht zu 
erwarten. Offensichtlich trägt jedoch auch das in den Casein-Proben noch enthaltene Pi nur 
unwesentlich zu den Spektren bei. Einerseits legen Untersuchungen anderer Autoren[207] nahe, 
dass das in Caseinen enthaltene Phosphat teilweise zu dem Raman-Signal bei 1003 cm-1 
beiträgt, welches hauptsächlich von proteingebundenem Phenylalanin verursacht wird[208] 
(Abb. 4.15). Andererseits könnten aufgrund der Komplexierung der PO4-Gruppen des 
anorganischen Phosphats durch die Caseine die entsprechenden Signale verschoben und/ oder 
verbreitert werden und damit nur schwer in den Raman-Spektren zu indentifizieren sein.[207] 
Gleiches könnte auch für die IR-Spektren gelten. 
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Abb. 4.13: 31P MAS NMR-Spektren: (a) 
Caseinnetzwerke und (b) Casein. Die 
Spektren wurden bezüglich Scanzahl und 
Probenmasse im Rotor normiert. 
(a): 1010 Scans, Pulswiederholzeit = 60 s 
(b): 1472 Scans, Pulswiederholzeit = 60 s 
 
 
Abb. 4.14: IR-Spektren von (a) Caseinnetzwerken und (b) Casein. 
Zur besseren Visualisierung der Banden sind die Bereiche von 4000-2500 cm-1 und 
2000-400 cm-1 separat skaliert. 
 
 
Abb. 4.15: Raman-Spektren von (a) Caseinnetzwerken und (b) Casein. 
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4.2.1.2 Hydroxylapatit 
Als Referenzsubstanz für die in den Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitaten auftretende 
apatitische Phase (s. Kap. 4.2.2) wurde reiner Hydroxylapatit (HAP) umfassend NMR- sowie 
schwingungsspektroskopisch charakterisiert. 
 
 
Abb. 4.16: 31P NMR-Spektren von HAP: (a) 31P MAS NMR-Spektrum, (b) 31P {1H} CP MAS NMR-Spektrum, 
(c) 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektrum und (d) 31P-31P PDSD-Spektrum. 
(a): 48 Scans, Pulswiederholzeit = 600 s; (b): 128 Scans, Pulswiederholzeit = 20 s, Kontaktzeit = 1,5 ms; (c): 256 
Inkremente mit je 2 Scans, Pulswiederholzeit = 20 s, Mischzeit = 1,5 ms; (d): 288 Inkremente mit je 2 Scans, 
Pulswiederholzeit = 20 s; CP-Kontaktzeit = 1,5 ms, Mischzeit = 500 ms 
Das 31P MAS NMR-Spektrum des HAP weist bei 3,0 ppm ein Signal mit einer Linienbreite 
(∆ν1/2) von 0,5 ppm auf (Abb. 4.16 a), das den – kristallographisch und magnetisch 
äquivalenten – PO4-Gruppen des HAP zugeordnet werden kann.[154] Die Probe enthält 
offensichtlich eine Verunreinigung mit einem Signal bei ca. 0,5 ppm, die aber aufgrund ihres 
geringen Beitrags zum Spektrum vernachlässigt werden kann. Das 31P {1H} CP MAS NMR-
Spektrum (Abb. 4.16 b) zeigt ebenfalls das schmale Signal der PO4-Gruppen des HAP bei 
3,0 ppm (∆ν1/2 = 0,5 ppm) und demonstriert damit den effektiven Polarisationstransfer von 
den Protonen im HAP-Kristall auf die Phosphoratome der PO4-Gruppen. Da reiner HAP nur 
die in den OH--Gruppen vorliegenden Protonen aufweist, liegt die Annahme nahe, dass die 
Polarisation im CP-Experiment vom 1H der OH--Gruppe auf den 31P-Kern der 
Phosphatgruppe übertragen wird. Eine eindeutige Aussage dazu, welche 31P- und 1H-Kerne 
miteinander in dipolarem Kontakt stehen, ist durch die Auswertung des 
31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektrums möglich. Im HETCOR-Spektrum des HAP 
(Abb. 4.16 c) lässt sich das ausgeprägte Signal der PO4-Gruppen bei 3,0 ppm in 31P-Richtung 
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erkennen, welches im Kontakt mit Protonen bei 0,0 ppm steht. Eine chemische Verschiebung 
(δ) um 0 ppm ist typisch für OH--Protonen.[156] Dieses Spektrum demonstriert in 
Übereinstimmung mit der Literatur,[158] dass die 31P-Kerne der PO4-Gruppen und die 
1H-Kerne der OH--Gruppen des HAP in dipolarem Kontakt miteinander stehen. Ein 
Kreuzsignal geringer Intensität wird ebenfalls bei 3,0/5,7 ppm (31P/1H) beobachtet. Dies 
deutet auf die Anwesenheit von Wasser hin, das wahrscheinlich auf der Oberfläche der HAP-
Kristalle adsorbiert ist[156] und mit den 31P-Kernen der PO4-Gruppen in dipolarem Kontakt 
steht. In Abb. 4.16 d ist das Spektrum der protonengetriebenen 31P-31P Spindiffusion (PDSD) 
dargestellt. Da sich in der HAP-Struktur nur magnetisch äquivalente PO4-Gruppen befinden 
und der Spinaustausch zwischen den entsprechenden 31P-Kernen zu keinen Kreuzsignalen 
führt, ist im PDSD-Spektrum lediglich ein Signal auf der Diagonale zu beobachten. 
Die IR-Spektren weisen die für HAP besonders indikativen Banden[205, 209] der PO4-Valenz-
schwingungen bei 1090 und 1043 cm-1 sowie die Valenzschwingung der OH--Gruppe bei 
3571 cm-1 auf (Abb. 4.17). In den Raman-Spektren ist ebenfalls die typische Bande der 
PO4-Gruppe des HAP bei 962 cm-1 zu beobachten (Abb. 4.18).[206] 
 
 
 
Abb. 4.17: IR-Spektrum von HAP. Zahlenangaben über den Banden bezeichnen deren Lage in cm-1. Zur 
besseren Visualisierung der Banden sind die Bereiche von 4000-2500 cm-1 und 2000-400 cm-1 separat skaliert. 
 
 
Abb. 4.18: Raman-Spektrum von HAP. Zahlenangaben über den Banden bezeichnen deren Lage in cm-1. 
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4.2.1.3 Dicalciumphosphat-Dihydrat 
Als Referenzsubstanz für die Dicalciumphosphat-Dihydrat-Phase (DCPD-Phase), die neben 
der apatitischen Phase ebenfalls in den Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitaten 
(Kap. 4.2.2) auftritt, wurde reines DCPD ausführlich NMR- und schwingungsspektroskopisch 
charakterisiert. 
Das 31P MAS NMR-Spektrum (Abb. 4.19 a) von DCPD zeigt ein schmales, intensives Signal 
bei 1,5 ppm (∆ν1/2 = 0,7 ppm). Dieses Signal kann den Phosphatgruppen des DCPD 
zugeordnet werden. [154] Auffallend sind in diesem Spektrum die Signale einer 
Verunreinigung bei 0 und -1,4 ppm. Sowohl aus dem Vergleich mit der Literatur[129, 157] als 
auch durch eigene Messungen (Abb. 4.19 a, Inset) konnte diese Verunreinigung als 
Dicalciumphosphat (DCP) identifiziert werden und die Signale den zwei kristallographisch 
unterschiedlichen Phosphatgruppen dieser Calciumphosphatphase[154] zugeordnet werden. 
 
 
Abb. 4.19: 31P NMR-Spektren von DCPD: (a) 31P MAS NMR-Spektrum (Inset: 31P MAS NMR-Spektrum von 
DCP), (b) 31P {1H} CP MAS NMR-Spektrum, (c) 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektrum und 
(d) 31P-31P PDSD-Spektrum. 
(a) und Inset: 32 Scans, Pulswiederholzeit = 800 s; (b): 128 Scans, Pulswiederholzeit = 20 s, 
Kontaktzeit = 1,5 ms; (c): 256 Inkremente mit je 2 Scans, Pulswiederholzeit = 20 s, Mischzeit = 1,5 ms; 
(d): 288 Inkremente mit je 2 Scans, Pulswiederholzeit = 20 s; CP-Kontaktzeit = 1,5 ms, Mischzeit = 500 ms. 
 
Der Anteil der DCP-Signale an der Gesamtintensität des Spektrums beträgt ca. 20 %. Das 
entspricht einem DCP-Massenanteil von ca. 18 % in der Probe. 
Das 31P {1H} CP MAS NMR-Spektrum (Abb. 4.19 b) zeigt sowohl für DCPD als auch DCP 
deutliche Signale, was darauf schließen lässt, dass die Phosphatgruppen in beiden CaP-Phasen 
69 
Ergebnisse und Diskussion 
sich in einer Protonenumgebung befinden, die einen effektiven Polarisationstransfer während 
des CP-Experiments sicherstellt. 
Über die Auswertung des 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektrums (Abb. 4.19 c) kann 
wiederum geklärt werden, über welche Protonen der Polarisationstransfer auf die 31P-Kerne 
stattfindet. Im HETCOR-Spektrum zeigt sich sowohl ein Kreuzsignal bei 1,5/6,1 ppm 
(31P/1H) als auch ein Kreuzsignal bei 1,5/10,4 ppm (31P/1H). Da bekannt ist, dass DCPD 
sowohl Kristallwasser als auch HPO4-Gruppen enthält[168] und die chemische Verschiebung 
der Protonen von 6,1 ppm und 10,4 ppm typisch für H2O bzw. acide Protonen des DCPD 
sind[156], kann diese CaP-Phase anhand des HETCOR-Spektrums eindeutig als DCPD 
identifiziert werden.[158] Von den DCPD-Signalen deutlich zu unterscheiden, weist die DCP-
Verunreinigung Kopplungen der P-Atome (bei -1,4 und 0 ppm) der zwei kristallographisch 
unterschiedlichen Phosphatgruppen zu entsprechenden aciden Protonen (bei 13,7 und 
15,9 ppm) auf.[156] Damit zeigt sich eindeutig, dass die Phosphate in der DCP-Kristallstruktur 
als Hydrogenphosphatgruppen vorliegen.[154] 
Wie in Kap. 2.5.2.3 allgemein für das PDSD-NMR-Experiment beschrieben, kann das 
31P-31P PDSD-Experiment zur Bewertung der Kristallitgröße von CaP-Kristallphasen 
angewendet werden. Ist die Ausdehnung der verschiedenen Kristallphasen hinreichend klein, 
sollte zusätzlich zu den Kreuzsignalen der 31P-Kerne, die zu einer Phase gehören, auch 
Kreuzsignale zwischen Kernen unterschiedlicher CaP-Phasen zu beobachten sein. Zwischen 
ausreichend separierten Kristallphasen treten dagegen keine Kreuzsignale auf. Für eine 
protonenreiche 13C-Umgebung (Ubiquitin) geben Manolikas et al.[135] eine obere Grenze von 
ca. 1 nm an, bis zu welcher Spindiffusion zwischen 13C-Kernen zu beobachten ist. Übertragen 
auf 31P-Kerne in CaP-Phasen, lässt das die Annahme zu, dass Spindiffusion zwischen 
verschiedenen Kristallphasen nur beobachtet werden kann, wenn die Größe der Kristallite im 
Nanometerbereich liegt. 
Abb. 4.19 d zeigt das 31P-31P PDSD-Spektrum des DCPD-Standards. Kreuzsignale sind nur 
zwischen den zwei Resonanzen der DCP-Verunreinigung zu beobachten. Die zwei 
kristallographisch unterschiedlichen Phosphatgruppen in der DCP-Phase sind also nahe genug 
benachbart, um einen effektiven Spinaustausch zwischen den entsprechenden 31P-Kernen zu 
gewährleisten. Zwischen DCPD und DCP zeigt sich kein Kreuzsignal, d. h. zwischen den 
31P-Atomen dieser Phasen tritt kein Spinaustausch auf. Dies belegt, dass die Kristallite der 
einzelnen Phasen zu groß sind, als dass 31P-31P-Spinaustausch über die Phasengrenzen hinweg 
auftreten kann. 
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In den IR-Spektren des DCPD-Standards zeigen sich die besonders indikativen Banden der 
PO4-Valenzschwingungen des DCPD[205] bei 1133, 1070 und 988 cm-1 (Abb. 4.20 b). Die 
Banden bei 3541, 3488, 3278 und 3168 cm-1 (Abb. 4.20 b) können den Valenzschwingungen 
des Kristallwassers zugeordnet werden.[210] In den Raman-Spektren ist ebenfalls die typische 
Bande der PO4-Gruppe des DCPD[206] bei 987 cm-1 zu beobachten (Abb. 4.21 b). Im 
Gegensatz zu den Ergebnissen der NMR-Messungen wird die DCP-Verunreinigung in den 
schwingungsspektroskopischen Untersuchungen nicht detektiert. Während die DCP-Signale 
im IR-Spektrum aufgrund ähnlicher Lagen von den DCPD-Banden überdeckt werden könnten 
(vgl. Abb. 4.20 a und b), sollten im Raman-Spektrum die für DCP besonders indikativen 
Banden bei 1131 und 901 cm-1 (s. gestrichelte Linie in Abb. 4.21) zu beobachten sein. Dass 
dies nicht der Fall ist, ist möglicherweise darauf zurückzuführen, dass DCP nur mit einem 
Massenanteil von ca. 18 % vorliegt und außerdem eine geringere Raman-Streuintensität 
aufweist als DCPD (ca. 3/5 der Intensität des reinen DCPD). Somit könnten die DCP-Banden 
bei 1131 und 901 cm-1 von den sehr intensiven Banden des DCPD, die sich in unmittelbarer 
Nähe befinden, überdeckt werden. Die Abwesenheit von DCP-Signalen in den 
Schwingungsspektren verdeutlicht, dass die 31P NMR-Spektroskopie im Vergleich zu den hier 
angewandten schwingungsspektroskopischen Methoden sehr gut geeignet ist, nebeneinander 
vorliegende CaP-Phasen – von denen eine in wesentlich geringerer Menge vorhanden ist – zu 
erfassen und eindeutig zu identifizieren – eine ausreichende Separation und geringe 
Linienbreite der NMR-Signale vorausgesetzt. 
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Abb. 4.20: IR-Spektrum von (a) DCP und (b) DCPD. Zur besseren Visualisierung der Banden sind die Bereiche 
von 4000-2500 cm-1 und 2000-400 cm-1 separat skaliert. Zahlenangaben über den Banden bezeichnen deren Lage 
in cm-1. 
 
 
 
 
Abb. 4.21: Raman-Spektrum von (a) DCP und (b) DCPD. Zahlenangaben über den 
Banden bezeichnen deren Lage in cm-1. 
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4.2.1.4 Hydroxylapatit/Dicalciumphosphat-Dihydrat-Mischung 
Im Folgenden werden – als weitere Referenzsubstanz für die Caseinspezies/Calciumphosphat-
Präzipitate (s. Kap. 4.2.2) – die Ergebnisse der spektroskopischen Untersuchungen einer 
Mischung aus Hydroxylapatit (HAP) und Dicalciumphosphat-Dihydrat (DCPD) im 
Massenverhältnis 1:1 dargestellt. Anhand dieser Messungen soll geklärt werden, inwieweit es 
sich bei dieser durch Vermörsern (30 s in der Kugelmühle) hergestellten Mischung um ein 
Komposit handelt, das sich in seinen (spektroskopischen) Eigenschaften von den 
Einzelkomponenten unterscheidet und eventuell schon Merkmale eines biologischen oder 
biomimetisch hergestellten Calciumphosphats aufweist. 
Die NMR-Spektren von biologischem Hydroxylapatit, wie er z. B. in Knochen vorkommt, 
oder für biomimetisch gebildeten HAP sind deutlich von synthetischem HAP, wie er in 
Kap. 4.2.1.2 charakterisiert wurde, zu unterscheiden. In den 31P MAS NMR-Spektren besitzt 
das Signal von biologischem HAP zwar eine sehr ähnliche chemische Verschiebung um 
3,3 ppm, jedoch eine wesentlich größere Linienbreite ∆ν1/2 von ca. 2,9 ppm[129, 211] 
(synthetischer HAP: ∆ν1/2 = 0,5 ppm). 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektren, die für 
biologischen,[158, 162, 212] biomimetisch erzeugten[172-174] und (synthetischen) nanokristal-
linen[60] HAP aufgenommen wurden, zeigen neben der Korrelation des 31P-Signals bei 
ca. 3 ppm zu OH--Protonen bei ca. 0 ppm ein ausgeprägtes Kreuzsignal bei 31P/1H ≈ 3/5 ppm. 
Dieses Signal belegt, dass in diesen HAP-Phasen eine relevante Menge Wasser enthalten ist. 
Das Signal kann sich für (synthetischen) nanokristallinen[60] und biomimetisch erzeugten 
HAP[172] über einen 31P-Bereich von 4 … -2 bzw. 8 … -2 ppm erstrecken. Die Korrelation 
von 31P-Kernen zu H2O-Protonen ist typisch für biologisch gebildeten HAP, da dieser 
nanokristallin vorliegt und sowohl oberflächenadsorbiertes Wasser als auch Strukturwasser 
als Gitterdefekte besitzt.[162] Im Unterschied zu synthetischem HAP lassen sich für biologisch 
gebildeten HAP oft HPO4-Gruppen nachweisen,[158, 162, 212] die in biomimetisch gebildetem 
Apatit auch abwesend sein können.[173, 174] 
Die IR-Spektren für biomimetisch erzeugten HAP weisen relativ breite Banden in den für 
apatitische Strukturen wie HAP und Octacalciumphosphat (OCP) charakteristischen Lagen 
auf.[213, 214] 
Abb. 4.22 a zeigt das 31P MAS NMR-Spektrum einer 1:1-Mischung aus HAP und DCPD. Es 
sind die Signale des HAP und des DCPD bei 3,0 und 1,5 ppm sowie die Resonanzen der 
DCP-Verunreinigung bei 0 und -1,4 ppm zu erkennen. Sowohl die Lage der Signale als auch 
ihre Breite stimmen sehr gut mit den Messungen an den Einzelsubstanzen überein 
(vgl. Abb. 4.16 a und Abb. 4.19 a) und belegen damit das Vorliegen einer Mischung von 
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Einzelkomponenten statt eines Nanokomposits. Wie die 31P {1H} CP MAS NMR-Spektren 
der Einzelsubstanzen (vgl. Abb. 4.16 b und Abb. 4.19 b) zeigt auch das CP-Spektrum der 
Mischung die typischen Signale für HAP, DCPD und DCP (s. Abb. 4.22 b). Im Vergleich 
zum 31P MAS NMR-Spektrum (Abb. 4.22 a) ist das HAP-Signal im CP-Spektrum gegenüber 
dem DCPD-Signal deutlich intensitätsschwächer. Dies kann damit erklärt werden, dass der 
31P-Kern der Phosphatgruppe und der 1H-Kern der nächsten OH--Gruppe in HAP in einem 
Abstand von 0,4 nm[60] vorliegen. DCPD ist dagegen durch seine Hydrogenphosphatgruppen 
wesentlich 1H-reicher und der Abstand zwischen 31P und 1H in der HPO4-Gruppe des DCPD 
beträgt nur 0,2 nm.[60] Untersucht man die Abhängigkeit der Signalintensität von der 
CP-Kontaktzeit für das HAP- und das DCPD-Signal, ergeben sich typische Kurvenverläufe 
(Abb. 4.23).[60, 173] Für DCPD () hat der Polarisationstransfer von Protonen der 
HPO4-Gruppen sowie des Kristallwassers einen Einfluss auf den Kurvenverlauf. Aufgrund 
des geringen Abstands von 1H zu 31P in den Hydrogenphosphatgruppen des DCPD ist der 
Polarisationstransfer und damit die Signalintensität schon nach kurzer Kontaktzeit 
(ca. 1,5 ms) maximal. Danach fällt die Signalintensität aufgrund von 1H-Relaxationsprozessen 
wieder ab.[60] Der Polarisationstransfer von H2O-Protonen auf 31P-Kerne in Calciumphosphat 
führt zu einem HPO4-ähnlichen Verlauf der Signalintensität.[173] Daher kann angenommen 
werden, dass sich in Abb. 4.23 für DCPD die Signalintensitäts-Kontaktzeit-Abhängigkeiten 
der HPO4-Gruppen und der Kristallwasser/Phosphat-Korrelationen überlagern. Der größere 
1H-31P-Abstand in HAP () führt dazu, dass der Polarisationstransfer mit Erhöhung der 
CP-Kontaktzeit langsamer zunimmt und auf einen geringeren Absolutwert steigt als für 
DCPD. 
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Abb. 4.22: 31P NMR-Spektren einer 1:1-Mischung aus HAP und DCPD mit einer DCP-Verunreinigung 
(s. Markierung): (a) 31P MAS NMR-Spektrum, (b) 31P {1H} CP MAS NMR-Spektrum und  
(c) 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektrum. 
(a): 32 Scans, Pulswiederholzeit = 800 s; (b): 64 Scans, Pulswiederholzeit = 30 s, Kontaktzeit = 1,5 ms; 
(c): 256 Inkremente mit je 1 Scan, Pulswiederholzeit = 30 s, Mischzeit = 1,5 ms. 
 
Auch das 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektrum zeigt deutlich, dass hier die in 
Kap. 4.2.1.2 und 4.2.1.3 charakterisierten reinen Phosphate nebeneinander vorliegen und die 
für biologischen/biomimetischen HAP typische intensive Korrelation der Phosphatgruppen 
mit H2O-Protonen bei ca. 3/5 ppm fehlt. Es kann allerdings – wie schon für das HETCOR-
Spektrum des DCPD-Standards (Abb. 4.19 c) – festgestellt werden, dass es möglich ist, 
geringere Anteile von DCP neben größeren Mengen von DCPD und HAP zu erfassen. 
Außerdem ist das HETCOR-Experiment hervorragend dazu geeignet, diese drei 
nebeneinander vorliegenden CaP-Phasen eindeutig über ihre 31P/1H-Korrelation zu 
identifizieren. 
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Abb. 4.23: Intensität des 31P {1H} CP MAS NMR-Signals in Abhängigkeit von der 
CP-Kontaktzeit: () DCPD (Signal bei 1,6 ppm) und () HAP (Signal bei 3,0 ppm) 
in einer 1:1-Mischung. 
 
Die HAP/DCPD-Mischung wurde ebenfalls mittels des 31P-31P PDSD-Experiments darauf hin 
untersucht, ob die CaP-Phasen durch die angewandte Homogenisierung (30 s Vermörsern in 
der Kugelmühle) schon in so engem Kontakt stehen, dass ein Polarisationsaustausch zwischen 
den 31P-Kernen des DCPD und des HAP zu beobachten ist. Abb. 4.24 a-c zeigt deutlich, dass 
auch bei sehr langen Mischzeiten (1000 ms, Abb. 4.24 c) weder die 31P-Kerne des als 
Verunreinigung schon in DCPD vorhandenen DCP noch die des zugemischten HAP für einen 
31P-31P-Polarisationsaustausch in ausreichendem Kontakt mit DCPD stehen. Auch DCP und 
HAP stehen nicht miteinander in Kontakt durch Spinaustausch. Durch die Homogenisierung 
wurde also kein für Spinaustausch hinreichender Kontakt der Kristallite erreicht. Der 
Austausch zwischen den räumlich eng benachbarten 31P-Kernen der gleichen Kristallphase ist 
– wie schon im Spektrum des DCPD-Standards (Abb. 4.19 d) – sehr deutlich an den Signalen 
des DCP zu erkennen.  
Die starke Verbreiterung des DCPD-Signals über die Diagonale des Spektrums hinaus ist 
nicht auf Spin-Diffusion zwischen DCPD und DCP bzw. DCPD und HAP zurückzuführen, da 
ein entsprechendes Kreuzsignal bei Erhöhung der Mischzeit τM deutlich zunehmen müsste. 
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Das ist in den Spektren für τM = 500 und 1000 ms (Abb. 4.24 b und c) jedoch nicht zu 
beobachten. Eine ähnliche Signalform ist auch in den PDSD-NMR-Spektren des DCPD ohne 
HAP zu erkennen (s. Abb. 8.1) und weist eher auf eine homogene Linienverbreiterung des 
Signals hin.[131] 
 
 
Abb. 4.24: 31P-31P PDSD-NMR-Spektren unterschiedlicher Mischzeiten einer 
1:1-Mischung aus HAP und DCPD mit einer Mischzeit von (a) 20, (b) 500 und (c) 
1000 ms. Die markierten Kreuzsignale stammen von einer Verunreinigung der 
Referenzsubstanz mit DCP. 
(a, b): 288 Inkremente mit je 1 Scan; Pulswiederholzeit = 30 s, CP-Kontakt-
zeit = 1,5 ms. 
 
Sowohl das IR- als auch das Raman-Spektrum der HAP/DCPD-Mischung zeigt die 
Überlagerung der Banden der Einzelkomponenten (vgl. jeweils c mit a und b in Abb. 4.25 und 
Abb. 4.26). Eine ausgeprägte Bandenverbreiterung, wie es für biologisch/biomimetisch 
erzeugten HAP zu erwarten wäre, lässt sich nicht beobachten. 
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Abb. 4.25: IR-Spektren von (a) DCPD, (b) HAP und (c) einer 1:1-Mischung von HAP und DCPD. 
Zahlenangaben über den Banden bezeichnen deren Lage in cm-1. Zur besseren Visualisierung der Banden sind 
die Bereiche von 4000-2500 cm-1 und 2000-400 cm-1 separat skaliert. 
  
  
 
 
Abb. 4.26: Raman-Spektren von (a) DCPD, (b) HAP und (c) einer 1:1-Mischung 
von HAP und DCPD. Zahlenangaben über den Banden bezeichnen deren Lage in 
cm-1. 
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Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass durch Vermörsern von HAP und DCPD kein 
Nanokomposit gebildet wurde, sondern dass die Einzelkomponenten als bloße Mischung 
nebeneinander vorliegen. Die NMR- und schwingungsspektroskopischen Untersuchungen 
liefern keinen Anhaltspunkt auf im Vergleich zu den Einzelsubstanzen veränderten 
Eigenschaften der Calciumphosphatmischung. Besonders die Bildung einer HAP-Phase mit 
Ähnlichkeit zu biologisch oder biomimetisch gebildetem HAP kann nicht beobachtet werden. 
Die angewandte Homogenisierung bewirkt keinen ausreichenden Kontakt der Kristallite der 
Calciumphosphatphasen, sodass 31P-31P-Spindiffunsion über die Phasengrenzen hinweg 
beobachtet werden könnte. 
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4.2.2 Spektroskopische Untersuchungen an 
Caseinnetzwerk/Calciumphosphat- Präzipitaten 
Um den besonderen Einfluss der Caseinnetzwerke auf die CaP-Präzipitation zu untersuchen, 
werden der Caseinnetzwerk/CaP-Probe (CNNW/CaP) zwei Vergleichsproben 
gegenübergestellt: Zum einen wurde die CaP-Präzipitation in Gegenwart von unvernetztem 
Casein durchgeführt (CN/CaP) und zum anderen Calciumphosphat gänzlich ohne 
Proteinkomponente unter sonst identischen Präparationsbedingungen gefällt (CaP).  
Die CNNW/CaP- und CN/CaP-Proben erscheinen direkt nach der Trocknung sehr heterogen, 
da sie aus einem pulvrigen und einem kompakten, netzwerkartigen Teil bestehen 
(s. Bezeichnung Bild 1 und 2 in Abb. 8.2). Raman-spektroskopische Untersuchungen zeigen, 
dass der kompakte Probenteil stets eine Proteinkomponente enthält und damit als 
Protein/CaP-Präzipitat angesehen werden kann, obwohl das Protein/CaP-Verhältnis an ver-
schiedenen Stellen des kompakten Teils durchaus unterschiedlich sein kann 
(vgl. Abb. 8.2 b2 und b1). 
Nach Homogenisierung (s. Kap. 3.2.4.2) werden die Proben NMR-, Raman- und 
IR-spektroskopisch untersucht.  
4.2.2.1 31P MAS NMR-Spektren 
Das 31P MAS NMR-Spektrum der Caseinnetzwerk/Calciumphosphat-Präzipitate 
(CNNW/CaP, Abb. 4.27 a oben) zeigt drei Signale, die nach Linienformzerlegung hinsichtlich 
ihrer chemischen Verschiebung und Linienbreite charakterisiert werden können (Abb. 4.27 a 
Mitte und unten): ein sehr schmales Signal bei 1,6 ppm (Signal 2, ∆ν1/2 = 0,7 ppm), ein 
breiteres bei 3,3 ppm (Signal 1, ∆ν1/2 = 2,3 ppm) und ein weiteres breites Signal bei ca. 
-0,1 ppm (Signal 3, ∆ν1/2 = 3,5 ppm). Ein viertes Signal bei ca. 1 ppm (Signal 4, ∆ν1/2 = 
0,8 ppm), das ebenfalls in der Linienformzerlegung verwendet wird (Abb. 4.27 a unten), ist 
im experimentellen Spektrum nicht direkt zu beobachten (vgl. Abb. 4.27 a oben). Die 
Annahme dieses Signals erweist sich jedoch nach Auswertung der 
31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektren als gerechtfertigt. Das Signal wird an 
entsprechender Stelle diskutiert (s. Kap. 4.2.2.2 und Kap. 4.2.2.3). 
Signal 2 kann anhand der chemischen Verschiebung und der Linienbreite kristallinem DCPD 
zugeordnet werden (vgl. Abb. 4.19 a). Das Signal bei ca. -0,1 ppm (Signal 3) liegt im Bereich 
der chemischen Verschiebung eines Signals, das PO4- und HPO4-Gruppen in 
Octacalciumphosphat (OCP) zugeordnet wird.[215] Kristallines OCP besitzt drei weitere 
schmale und weniger intensive Resonanzen bei 3,6, 3,2, und 2,0 ppm,[129, 215] die sich im 
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Spektrum zeigen sollten. Aufgrund der Breite des Signals bei -0,1 ppm kann jedoch darauf 
geschlossen werden, dass hier eine ungeordnete CaP-Phase vorliegt. Die für OCP typischen 
Signale bei 3,6, 3,2, und 2,0 ppm wären damit ebenfalls verbreitert und würden zu den 
Signalen bei 3,3 und 1,6 ppm (Signal 1 und 2 in Abb. 4.27) beitragen. 
 
 
 
Abb. 4.27: Experimentelle 31P MAS NMR-Spektren und Linienformzerlegungen des CNNW/CaP- 
Präzipitats (a), CN/CaP-Präzipitats (b) und des CaP (c): (oben) experimentelle Spektren, (Mitte) Summe 
der Linienformzerlegungen und (unten) Einzelsignale der Linienformzerlegung. 1: „apatitische“ Phase, 
2: DCPD, 3: amorphe Phase mit Phosphoratomen in OCP-ähnlicher Umgebung, 4: nicht eindeutig 
zugeordnetes, aber in 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektren deutlich zu beobachtendes Signal 
(s. linker Pfeil in Abb. 4.29 a und Pfeil in Abb. 8.3 a). Die Spektren sind bezüglich Scanzahl und 
Probenmasse im Rotor normiert. 
(a, b): 64 Scans, Pulswiederholzeit = 300 s; (c): 32 Scans, Pulswiederholzeit = 300 s 
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Das Signal bei 3,3 ppm lässt sich aufgrund seiner chemischen Verschiebung einer 
„apatitischen“ Phase zuordnen (HAP-Referenz: 3,0 ppm, Abb. 4.16 a). Die wesentlich 
größere Linienbreite von 2,3 ppm im Vergleich zur kristallinen Referenzprobe des HAP, die 
nur eine Linienbreite von 0,5 ppm besitzt (s. Kap. 4.2.1.2 und Tab. 8.1), lässt allerdings 
darauf schließen, dass diese apatitische Phase eher ungeordnet und wenig kristallin vorliegt. 
Nach Vergleich mit der Literatur[129, 211] könnte das Signal bei 3,3 ppm seiner Linienbreite 
nach zu urteilen von einer CaP-Phase ähnlich der mineralischen Komponente in Knochen 
stammen. Die Bezeichung „apatitische“ Phase ist auch bei einem Beitrag von OCP zu diesem 
Signal (s. o.) gerechtfertigt, da OCP sowohl aus hydratisierten Schichten als auch aus 
apatitischen Schichten besteht und als eine Vorläuferphase des HAP gilt.[59] 
Das 31P MAS NMR-Spektrum des als Vergleichsprobe präparierten Casein/Calciumphosphat-
Präzipitats (CN/CaP, Abb. 4.27 b) zeigt im Wesentlichen die gleichen Signale wie das des 
CNNW/CaP-Präzipitats und belegt damit, dass die Caseinnetzwerke während der 
CaP-Fällung qualitativ die gleichen CaP-Phasen stabilisieren wie das Casein. 
Im Unterschied zu den Caseinspezies/CaP-Präzipitaten wird das 31P MAS NMR-Spektrum 
des ohne Proteinkomponente gefällten Calciumphosphats (CaP, Abb. 4.27 c) von einem 
DCPD-Signal dominiert (δ = 1,6 ppm). Nach Linienformzerlegung des Spektrums 
(s. Abb. 4.27 c unten) lassen sich auch für diese Probe die Signale für die apatitische 
Komponente (Signal 1, bei 3,5 ppm) und die CaP-Phase mit P-Atomen in einer ungeordneten, 
OCP-ähnlichen Umgebung (Signal 3, bei ca. 0 ppm) wieder identifizieren. Allerdings sind 
beide Signale im Vergleich zu den CNNW/CaP- und CN/CaP-Proben zu höheren δ-Werten 
verschoben. Dies lässt besonders für die apatitische Phase auf eine leicht veränderte 
elektronische Umgebung und damit Struktur schließen. Möglicherweise gewinnen hier die 
P-Atome der OCP-Komponente des apatitischen Signals mit ihren Signalen bei 3,3 und 
3,7 ppm[215] an Einfluss, da die OCP-Komponente gegenüber der HAP-Komponente an 
Gehalt zugenommen hat. Damit wird der Schwerpunkt des gesamten apatitischen Signals zu 
höheren δ-Werten verschoben. Es ist jedoch unwahrscheinlich, dass das breite Signal bei 
3,5 ppm allein durch ungeordnetes OCP verursacht wird, da laut OCP-Literaturspektren das 
Intensitätsverhältnis zwischen dem Signal bei ca. 0 ppm und den Signalen bei 3,7/3,3 ppm ca. 
3:2 beträgt.[215] Im Spektrum der CaP-Probe ergibt sich für die analogen Signale 3 (bei 0 ppm) 
und 1 (bei 3,5 ppm) allerdings ein Intensitätsverhältnis von ca. 1:3. Zu dem Signal bei 
3,5 ppm muss also noch eine weitere apatitische, wahrscheinlich HAP-ähnliche, Komponente 
beitragen. 
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Die Ergebnisse der 31P MAS NMR-Spektroskopie zeigen sehr deutlich, dass sowohl die 
Caseinnetzwerke als auch das Casein eine noch relativ ungeordnete apatitische Phase 
stabilisieren, die aufgrund ihrer spektroskopischen Ähnlichkeit zur mineralischen 
Komponente in Knochen therapeutisch relevant sein könnte. Im Gegensatz zu dem ohne 
Proteinkomponente gefällten Calciumphosphat enthalten die CNNW/CaP- und CN/CaP-
Präzipitate einen größeren Anteil an apatitischer Phase und einen geringeren Anteil an DCPD.  
Bevor die 31P MAS NMR-Spektren zur Ermittlung der relativen Anteile der verschiedenen 
CaP-Phasen in den Präzipitaten ausgewertet werden, soll die vorgeschlagene Zuordnung der 
Signale noch weiter erhärtet werden. Dies ist unter Ausnutzung der 31P-1H-Dipolkopplung 
mittels des MAS NMR HETCOR-Experimentes möglich. 
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4.2.2.2 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektren 
Charakteristisch für die P-Atome der verschiedenen CaP-Phasen ist neben den 31P NMR-
Spektrenparametern auch ihre Protonenumgebung. Durch die Auswertung der 
31P-1H-Korrelationen in den 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektren (Abb. 4.28 d-f) 
kann deshalb die Zuordnung der 31P-Signale zu den einzelnen CaP-Phasen abgesichert 
werden. Dabei sind Kreuzsignale um 0 ppm der 1H-chemischen-Verschiebung typisch für die 
31P-Kopplung zu OH--Signalen, Kreuzsignale bei 5 … 7 ppm für 31P-Kopplungen zu 
H2O-Protonen und Kreuzsignale bei 9 … 17 ppm für 31P-Kopplungen zu Protonen der 
Hydrogenphosphatgruppe.[156] 
 
 
 
Abb. 4.28: 31P MAS NMR-Spektren (a-c) und 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektren (d-f): (a, d) 
CNNW/CaP-Präzipitat, (b, e) CN/CaP-Präzipitat und (c, f) CaP. (AP … apatitische Phase, DCPD … Dicalcium-
phosphat-Dihydrat, „OCP“ … OCP-ähnliche Phase) 
(a-c): Die Intensität der Signale wurde entsprechend der Scanzahlen und Probemassen im Rotor normiert.  
(a, b): 64 Scans, Pulswiederholzeit = 300 s; (c): 32 Scans, Pulswiederholzeit = 300 s. 
(d-f): 128 Inkremente mit je 16 Scans, Pulswiederholzeit = 5 s, Mischzeit = 1,5 ms. 
 
Im HETCOR-Spektrum der CNNW/CaP-Präzipitate (Abb. 4.28 d) lassen sich in 31P-Richtung 
(δ (31P)) die drei aus den 31P MAS NMR-Spektren bekannten Signale identifizieren 
(vgl. Abb. 4.28 a): ein Signal bei ca. 3 ppm (AP) und 1,6 ppm (DCPD) sowie ein weiteres im 
Bereich von ca. 1 … -1 ppm („OCP“). Die Zuordnung des Signals bei 1,6 ppm zu DCPD 
bestätigt sich auch im HETCOR-Spektrum. Das Phosphoratom der HPO4-Gruppe des DCPD 
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(CaHPO4 · 2 H2O) koppelt – analog der DCPD-Referenz (Abb. 4.19 c) – zum einen an das 
Proton der HPO4-Gruppe bei 10,0 ppm und zum anderen an die Protonen des Kristallwassers 
bei 5,2 ppm. Die apatitische CaP-Phase bei δ (31P) ≈ 3 ppm, die in den 31P MAS NMR-
Spektren aufgrund ihrer Linienbreite und chemischen Verschiebung als strukturell ähnlich der 
mineralischen Komponente in Knochen charakterisiert wurde (siehe oben und Abb. 4.27 a, 
Signal 1), zeigt sich hier als aus zwei Komponenten zusammengesetztes Signal. Eine schmale 
Komponente steht mit Protonen der OH--Gruppe bei ca. 0 ppm in Kontakt. Die andere, 
breitere Signalkomponente koppelt an H2O-Protonen (5,1 ppm). HPO4-Gruppen scheinen in 
dieser Phase nicht vorhanden zu sein, da entsprechende Korrelationen mit Protonen im 
Bereich von 9-17 ppm (1H) fehlen. Die apatitische Phase besteht also sowohl aus Domänen, 
die P-Atome in HAP-ähnlicher Umgebung enthalten (Kopplung zu OH--Protonen), als auch 
aus hydratisierten Bereichen (Kopplung an H2O-Protonen). Das deutlich verbreiterte Signal 
der hydratisierten Bereiche (31P/1H = 3/5,1 ppm) spricht für ein Vorliegen der 31P-Kerne in 
einer ungeordneten Struktur, während das schmale Signal der HAP-Domänen 
(31P/1H = 3/0 ppm) für 31P-Kerne in einer kristallinen Umgebung spricht. Die CaP-Bereiche, 
die das Signal bei 1 … -1 ppm erzeugen, sind ebenfalls hydratisiert (Kopplung zu Protonen 
bei 5,3 ppm). Wie in Kap. 4.2.1.4 bereits erläutert, sind beide Signale – sowohl das 
OH-/P-Kreuzsignal als auch die teilweise sehr breite H2O/P-Korrelation – typisch für die  
apatitische Phase von biologischem, biomimetischem sowie synthetischem nanokristallinen 
HAP.[60, 158, 162, 172-174, 212] 
Um zu klären, ob die 31P-Kerne der CaP-Phase, die das Signal bei 1 … -1 ppm erzeugt, mit 
aciden Protonen (Hydrogenphosphatgruppen) in Kontakt stehen und damit wie in den 
31P MAS NMR-Spektren einer OCP-ähnlichen Umgebung zugeordnet werden können, wird 
das HETCOR-Spektrum bei einer Mischzeit von 0,35 ms ausgewertet (Abb. 4.29 a). Wie in 
Kap. 2.5.2.2 beschrieben, sollten bei dieser kurzen Mischzeit die Kreuzsignale der dem 31P 
eng benachbarten HPO4-Protonen gegenüber den Signalen der OH-/P- und H2O/P-Kor-
relationen deutlicher hervortreten als bei einer Mischzeit von 1,5 ms (Abb. 4.28 d und 
Abb. 4.29 b). In Abb. 4.29 a zeigt sich im markierten HPO4-Bereich ein intensitätsschwaches 
Kreuzsignal bei ca. -0,8/13 ppm (31P/1H) (s. rechter Pfeil in Abb. 4.29), das gut mit den 
Literturwerten für OCP übereinstimmt (31P/1H = -0,2/13,3 ppm).[215] Dieses Kreuzsignal 
belegt also, dass in geringer Menge HPO4-Gruppen in einer OCP-ähnlichen Umgebung im 
CNNW/CaP-Präzipitat vorliegen. Ein deutlich intensiveres Signal ist bei ca. 1/13 ppm 
(31P/1H ) zu beobachten (s. linker Pfeil in Abb. 4.29 a). In der Literatur findet sich keine 
eindeutige Zuordnung für dieses von HPO4-Gruppen generierte Signal. Belton et al. 
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beobachten ein 31P-Signal bei 1,2 ppm für OCP,[157] was aber in anderen Untersuchungen 
nicht bestätigt wird.[129, 215] Beide Kreuzsignale belegen jedoch, dass im CNNW/CaP-
Präzipitat HPO4-Gruppen vorliegen, die zumindest teilweise (31P/1H ≈ -0,8/13 ppm) einer 
OCP-ähnlichen Phase zugeordnet werden können. Außerdem lässt sich mit diesem Spektrum 
die Schlussfolgerung bestätigen, dass die apatitische Phase keine HPO4-Gruppen enthält 
(s. o.), weil die im Bereich von 31P/1H ≈ 3/9-17 ppm zu erwartenden Kreuzsignale fehlen 
(s. Markierung in Abb. 4.29 a). Es bestätigt sich vielmehr, dass die 31P-1H-Korrelationen der 
apatitischen Phase bei 31P/1H ≈ 3/5-9 ppm (s. Markierung in Abb. 4.29 b) aus hydratisierten 
CaP-Bereichen stammen oder durch oberflächenadsorbiertes Wasser verursacht werden, da 
diese Signale bei einer Mischzeit von 10,0 ms noch deutlich beobachtet werden können 
(s. markierter „H2O“-Bereich in Abb. 4.29 c). Signale der HPO4-Gruppen sollten dagegen bei 
der langen Mischzeit von 10 ms aufgrund von Relaxationseffekten (s. Kap. 2.5.2.2) nur noch 
mit geringer Intensität auftreten (vgl. markierter „HPO4“-Bereich in Abb. 4.29 a und c). 
 
 
 
Abb. 4.29: 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektren der CNNW/CaP-Präzipitate bei verschiedenen 
Mischzeiten: (a) 0,35 ms, (b) 1,5 ms und (c) 10,0 ms. 
(a-c): 128 Inkremente mit je 16 Scans, Pulswiederholzeit = 5 s. 
 
Das 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektrum des CN/CaP-Präzipitats (Abb. 4.28 e) 
weist im Wesentlichen die gleichen Kreuzsignale wie das Spektrum der CNNW/CaP-Probe 
auf, wobei die Ausdehnung des Signals bei 1 … -1 ppm in den HPO4-Bereich des Spektrums 
schon bei einer Mischzeit von 1,5 ms etwas ausgeprägter scheint, was auf einen erhöhten 
Anteil an HPO4-Gruppen hinweisen könnte. Das HETCOR-Spektrum der CaP-Probe wird 
von dem Signal des DCPD dominiert (Abb. 4.28 f). 
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Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass sowohl die 31P MAS NMR- als auch die 
31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektren belegen, dass das in Anwesenheit von 
Caseinnetzwerken gefällte CaP neben DCPD aus einer Phase besteht, die strukturelle 
Ähnlichkeit mit biologisch und besonders biomimetisch gebildetem sowie synthetischem 
nanokristallinen Hxdroxylapatit besitzt. Besonders aus den HETCOR-NMR-Spektren kann 
auch auf die Anwesenheit der anhand der 31P MAS NMR-Spektren bereits vermuteten 
OCP-ähnlichen Phase geschlossen werden, da das Signal bei δ (31P) 1 … -1 ppm eine 
Korrelation zu 1H bei 13 ppm aufweist. 
Beide bei der CaP-Fällung verwendeten Caseinspezies (Caseinnetzwerke und Casein) 
stabilisieren die apatitische Phase – im Gegensatz zur CaP-Fällung ohne Proteinkomponente. 
Zwischen Caseinnetzwerken und Casein lässt sich jedoch ein quantitativer Unterschied 
bezüglich des Stabilisationseffektes feststellen, der im Folgenden diskutiert wird. 
4.2.2.3 Relative Anteile der CaP-Phasen in den Präzipitaten 
Der Vergleich der HETCOR NMR-Spektren in Abb. 4.29 a-c demonstriert z. B. anhand des 
HAP-Kreuzsignals (31P/1H ≈ 3/0 ppm) noch einmal sehr deutlich den mischzeitabhängigen 
Verlauf des Polarisationstransfers im HETCOR-Experiment. Während das Signal bei einer 
Mischzeit von 0,35 ms noch nicht vorhanden ist, nimmt es bei einer Mischzeit von 1,5 und 
10,0 ms stark an Intensität zu. Das zeigt erwartungsgemäß, dass die HETCOR-Spektren für 
quantitative Auswertungen nur bedingt geeignet sind. Quantitative Ergebnisse lassen sich 
jedoch aus den direkt angeregten 31P MAS NMR-Spektren erhalten. 
Um den relativen Anteil der verschiedenen in Abb. 4.27 identifizierten CaP-Resonanzen 
abzuschätzen, werden die Signale 1-3 eines jeden Spektrums integriert und das Ergebnis auf 
die Intensität des DCPD-Signals in jedem Spektrum normiert (Abb. 4.30). Signal 4 (bei 
ca. 1 ppm) wird in die Linienformzerlegung der Caseinspezies/CaP-Präzipitat-Spektren 
aufgenommen und ebenfalls in die Intensitätsauswertung einbezogen, da es in den 
31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektren dieser Präzipitate bei einer Mischzeit von 
0,35 ms deutlich zu beobachten ist (s. linker Pfeil in Abb. 4.29 a und Pfeil in Abb. 8.3 a). Die 
HETCOR-Spektren der CaP-Probe zeigen dieses Signal nicht (s. Abb. 8.3 b), weshalb es auch 
nicht in die Linienformzerlegung eingefügt wird (vgl. Abb. 4.27 c).  
Die Auswertung der relativen Intensitäten der einzelnen Signale zeigt, dass für das 
CNNW/CaP-Präzipitat (Abb. 4.30 CNNW/CaP) der Anteil der apatitischen Phase () relativ 
zu DCPD () am höchsten ist. Für das mit Casein (Abb. 4.30 CN/CaP) und ohne 
Proteinkomponente gefällte CaP (Abb. 4.30 CaP) wird der Anteil der apatitischen Phase 
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geringer. Gleiches gilt für die Intensität des Signals der OCP-ähnlichen Phase bei ca. 0 ppm 
(). Das Signal bei ca. 1 ppm () hat für beide Caseinspezies/CaP-Proben nur einen 
geringen Anteil am Spektrum. Während also in den CNNW/CaP- und CN/CaP-Präzipitaten 
qualitativ die gleichen CaP-Phasen zu finden sind und beide Präzipitate wesentlich mehr 
apatitische Phase als die reine CaP-Proben enthalten, zeigen sich die Caseinnetzwerke noch 
effektiver als unvernetztes Casein in der Stabilisation der apatitischen Phase.d 
 
 
 
 
Abb. 4.30: Relative Intensitäten der Signale 1-4 der 31P MAS NMR-Spektren aus Abb. 
4.27. (Links) CNNW/CaP-Präzipitat, (Mitte) CN/CaP-Präzipitat und (rechts) CaP.  
 … DCPD  
 … apatitische Phase  
 … OCP-ähnliche Phase 
 … nicht zugeordnete HPO4-haltige Phase (bei δ ≈ 1 ppm) 
  
d Das 31P-Spinsystem ist bei einer Pulswiederholzeit von 300 s (s. NMR-Parameter Abb. 4.27) nur zu ca. 90 % 
ausrelaxiert. Die unvollständige Relaxation wirkt sich nur gering auf die relative Intensität der NMR-Signale aus 
und wird im Anhang diskutiert (Kap. 8.3).  
 
 
88 
                                  
Ergebnisse und Diskussion 
4.2.2.4 31P-31P PDSD-Spektren 
Informationen zu Wechselwirkungen der verschiedenen CaP-Phasen in den Präzipitaten 
sollten durch 31P-31P PDSD-Experimente erhalten werden. Wie in Kap. 2.5.2.3 beschrieben, 
deutet das Auftreten von Kreuzsignalen auf eine räumliche Nähe der dipolar gekoppelten 
31P-Kerne hin. Dies wiederum wäre ein Hinweis darauf, dass diese entweder in der gleichen 
kristallinen (oder amorphen) Phase vorliegen oder die Kristallite verschiedener Phasen 
hinreichend klein sind, sodass P-Atome über Kristallitgrenzen hinweg in Spinaustausch 
miteinander treten.  
 
 
 
Abb. 4.31: 31P-31P PDSD NMR-Spektren: (a, d) CNNW/CaP-Präzipitat, (b, e) CN/CaP-Präzipitat und 
(c, f) CaP. (a-c): 288 Inkremente mit je 16 Scans, Pulswiederholzeit = 5 s, CP-Kontaktzeit = 1,5 ms, 
Mischzeit: 500 ms; (d-f): 288 Inkremente mit je 16 Scans; Pulswiederholzeit = 5 s, 
CP-Kontaktzeit = 1,5 ms, Mischzeit: 20 ms. 
 
Das 31P-31P PDSD-Spektrum des CNNW/CaP-Präzipitats bei einer Mischzeit von 500 ms 
(Abb. 4.31 a) zeigt auf der Diagonale die breiten Signalkomponenten der apatitischen Phase 
bei ca. 3 ppm und der OCP-ähnlichen Phase bei ca. 1 … -1 ppm sowie das intensive, schmale 
Signal des DCPD bei 1,6 ppm. Oberhalb und unterhalb der Diagonale ist die Signalintensität 
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auf einen sehr weiten Bereich ausgedehnt.e Dieses breite „Kreuzsignal“ deutet darauf hin, 
dass hauptsächlich die amorphen CaP-Bereiche miteinander in Kontakt stehen. Ein Austausch 
zwischen dem kristallinen DCPD und der apatitischen Phase, der sich in einem relativ 
schmalen Signal zeigen sollte, scheint sich bei 1,5/3,2 ppm nur anzudeuten (s. Pfeil in 
Abb. 4.31 a). Da bei einer Mischzeit von 500 ms Korrelationen auch zwischen weiter 
entfernten 31P-Kernen auftreten könnten (s. Kap. 2.5.2.3), muss sichergestellt werden, dass 
das breite Kreuzsignal wirklich für einen geringen Abstand zwischen den 31P-Kernen der 
apatitischen und der OCP-ähnlichen Phase steht. Da für DCPD und die apatitische Phase bei 
einer Mischzeit von 500 ms nur ein schwaches Kreuzsignal (s. Pfeil in Abb. 4.31 a), für die 
apatitische Phase und die OCP-ähnliche Phase jedoch das ausgeprägte, breite Kreuzsignal zu 
beobachten ist, steht die apatitische Phase zumindest räumlich enger in Kontakt zur 
OCP-ähnlichen Phase als zur DCPD-Phase. Sind die apatitische und die OCP-ähnliche Phase 
in enger Verbindung, sollte auch bei kürzeren Mischzeiten ein Kreuzsignal sichtbar sein. 
 
 
 
Abb. 4.32: 31P-31P PDSD NMR-Spektren des CNNW/CaP-Präzipitats bei verschiedenen Mischzeiten: (a) 20 ms, 
(b) 100 ms und (c) 500 ms. (a-c) 288 Inkremente mit je 16 Scans, Pulswiederholzeit = 5 s, 
CP-Kontaktzeit = 1,5 ms. 
 
Aufschluss darüber gibt der Vergleich von PDSD-Spektren des CNNW/CaP-Präzipitats bei 
verschiedenen Mischzeiten (Abb. 4.32). Bei einer Mischzeit von 20 ms (Abb. 4.32 a) ist im 
Wesentlichen eine Verbreiterung der Diagonale im Bereich des DCPD-Signals zu beobachten. 
Dieses Phänomen steht wahrscheinlich eher für eine homogene Linienverbreiterung des 
e Die Signalkomponente unterhalb der Diagonalen ist in ihrer Intensität reduziert, was eventuell an einer zu 
kurzen Pulswiederholzeit (5 s) liegt. 
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DCPD-Signals als für einen Spinaustausch zwischen den Phasen (s. u.). Mit Erhöhung der 
Mischzeit auf 100 ms (Abb. 4.32 b) beginnt sich der Spinaustausch zwischen der apatitischen 
und der OCP-ähnlichen Phase im Spektrum in zwei breiten Kreuzsignalen oberhalb und 
unterhalb der Diagonale zu zeigen. Diese Signale verstärken sich noch bei einer Mischzeit 
von 500 ms (Abb. 4.32 c). Der Austausch zwischen den beiden ungeordneten CaP-Phasen 
beginnt damit erst bei einer relativ langen Mischzeit von 100 ms. Das könnte zum einen 
darauf zurückzuführen sein, dass in der apatitischen und der OCP-ähnlichen Phase – wie in 
den HETCOR-Spektren (in Abb. 4.29) gezeigt – keine bzw. nur wenige HPO4-Gruppen 
vorhanden sind und ein Großteil der Protonen in tendenziell weiter entfernten H2O und 
OH--Gruppen vorliegt. Die 31P-Kerne der apatitischen und der OCP-ähnlichen Phase befinden 
sich daher in einer weniger protonenreichen Umgebung. Dies führt zu einer schwächeren 
31P-1H-Kopplung, was auch eine langsamere Spindiffusion zwischen den 31P-Kernen 
bewirkt.[216, 217] Der Spinaustausch kann somit erst bei relativ langen Mischzeiten beobachtet 
werden. Weiterhin sind möglicherweise auch die P-P-Abstände innerhalb der ungeordneten 
CaP-Phase größer als in kristallinen Phasen. Dies würde sich ebenfalls nachteilig auf die 
Effektivität der Spindiffusion zwischen den 31P-Kernen auswirken, da die Stärke der 31P-31P-
Dipolkopplung mit r-3 (r = Abstand zwischen den koppelnden Kernen) abnimmt. Als Beispiel 
für ein kristallines, protonenreiches Calciumphosphat ist in Abb. 4.33 das 31P-31P PDSD-
Spektrum von DCP (CaHPO4) dargestellt (s. auch Kap. 4.2.1.3), dessen zwei kristallo-
graphisch unterschiedliche P-Atome der Hydrogenphosphatgruppen sich in einem Abstand 
von 0,4 nm befinden.[218] An den deutlichen Kreuzsignalen ist zu erkennen, dass schon bei 
einer Mischzeit von 20 ms ein effektiver Spinaustausch vorliegt. 
Auch wenn Kreuzsignale zwischen den 31P-Kernen der apatitischen und der OCP-ähnlichen 
Regionen erst ab einer Mischzeit von 100 ms auftreten (s. Abb. 4.32 b), scheint dies unter 
Berücksichtigung ihrer protonenärmeren Umgebung dennoch dafür zu sprechen, dass ein 
enger räumlicher Kontakt vorliegt. Es handelt sich dann entweder um verschiedene Bereiche 
in einer relativ ungeordneten Phase oder tatsächlich um zwei verschiedene Phasen, die – mit 
sehr kleinen, eng benachbarten Kristalliten – als Nanokomposit vorliegen. 
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Abb. 4.33: 31P-31P PDSD NMR-Spektrum von DCP. 288 Inkremente mit je 2 Scans, 
Pulswiederholzeit = 20 s, CP-Kontaktzeit = 1,5 ms, Mischzeit = 20 ms. 
 
Das PDSD-Spektrum des CN/CaP-Präzipitats (Abb. 4.31 b) zeigt ein sehr ähnliches 
Signalmuster wie das Spektrum des CNNW/CaP-Präzipitats. Das spricht wiederum für das 
Vorliegen ähnlicher CaP-Phasen. Im Gegensatz dazu wird das Spektrum der CaP-Probe von 
dem intensiven DCPD-Signal dominiert (Abb. 4.31 c). Daneben tritt ein Signal geringer 
Intensität auf der Diagonale bei ca. 3 ppm auf, das auf eine in geringen Mengen enthaltene 
apatitische Phase hinweist. Das schwache Kreuzsignal bei ca. 3,5/2,5 ppm deutet an, dass sich 
die 31P-Kerne der apatitischen Phase in Spinaustausch miteinander befinden. 
PDSD-Spektren von Verbindungen mit breiten Signalen eignen sich auch dazu, den 
Mechanismus zu charakterisieren, der die Signalverbreiterung verursacht. Dabei kann anhand 
der Form der Diagonale abgeschätzt werden, ob die Verbreiterung des Signals homogener 
oder inhomogener Natur ist.[131] Während die Projektion der Diagonale in beiden Fällen ein 
breites – dem CP-Spektrum identisches – Signal ergibt, wird in den PDSD-Spektren bei einer 
inhomogenen Linienverbreiterung eine schmale Diagonale beobachtet. Im Falle eines 
homogenen Mechanismus verbreitert sich das Signal der Diagonale in senkrechter Richtung.  
Sowohl für die Caseinspezies/CaP-Proben als auch für die CaP-Probe lässt sich in den 
Spektren mit einer Mischzeit von 20 ms an den schmalen Diagonalabschnitten bei δ < 1 ppm 
und δ > 2,5 ppm erkennen, dass diese inhomogen verbreitert sind (Abb. 4.31 d-f), das heißt, 
die Linienbreite wird durch die Anisotropie der chemischen Verschiebung oder durch 
31P-1H-Dipolkopplungen (während der Mischphase wird nicht 1H-entkoppelt) verursacht. Die 
Verbreiterung der Diagonale im Bereich des DCPD-Signals (bei 1,6 ppm) weist auf eine 
homogene Linienverbreiterung hin. Dies ist höchstwahrscheinlich damit zu erklären, dass sich 
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die P-Atome der HPO4-Gruppen in DCPD in einer wesentlich 1H-reicheren Umgebung als die 
P-Atome der apatitischen (δ > 2,5 ppm) und der OCP-ähnlichen Phase (δ < 1 ppm) befinden. 
Damit wirkt sich die entsprechende 31P-1H-Dipolkopplung, die an sich inhomogener Natur ist, 
über das stark homonuklear gekoppelte 1H-Spinsystem als homogen verbreiternder Einfluss 
auf. 
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die 31P-31P PDSD-Experimente die 
Schlussfolgerung nahelegen, dass im CNNW/CaP-Präzipitat die 31P-Kerne in der apatitischen 
Umgebung (bei ca. 3 ppm) und der OCP-ähnlichen Umgebung (bei ca. 0 ppm) miteinander in 
Kontakt durch Spinaustausch stehen und damit entweder in einer Phase oder als 
Nanokomposit in verschiedenen Phasen vorliegen. Der erst bei relativ langen Mischzeiten 
(100 ms) auftretende Spinaustausch ist wahrscheinlich dem Fehlen einer 1H-reichen, den 
Spinaustausch begünstigenden Hydrogenphosphatumgebung geschuldet. Wie am Beispiel des 
DCPD-Signals in den PDSD-Spektren aller Präzipitate bei kurzen Mischzeiten gezeigt, führt 
offenbar die Anwesenheit von HPO4-Gruppen in der CaP-Phase zu einer homogenen 
Linienverbreiterung des Signals. Die Signale der 1H-ärmeren Bereiche (δ < 0 ppm und 
δ > 2,5 ppm) sind dagegen inhomogen verbreitert. 
Die DCPD-Phase scheint, nach den PDSD-Spektren zu urteilen, sehr gut vom Rest des 
Präzipitats separiert zu sein, da sich selbst bei einer Mischzeit von 500 ms kein für einen 
starken Spinaustausch zu den anderen Phasen charakteristisches Kreuzsignal beobachten lässt. 
Der Vergleich mit den Spektren des CN/CaP-Präzipitats zeigt – wie schon im Fall der 
31P MAS und HETCOR NMR-Spektren –, dass die Caseinnetzwerke bei der Fällung von 
Calciumphosphat sehr ähnlich dem Casein wirken. 
4.2.2.5 Infrarot- und Raman-Spektren 
Das Vorliegen einer apatitischen Phase mit ungeordneten Bereichen bestätigen auch die 
Raman- und IR-Spektren des CNNW/CaP-Präzipitats. In den IR-Spektren (Abb. 4.34 a) 
zeigen sich zwei relativ breite PO4-Valenzschwingungs-Banden bei 1105 und 1030 cm-1. 
Dieses Bandenmuster ist charakteristisch für Calciumphosphate mit apatitischen Strukturen 
wie HAP und OCP (vgl. Abb. 4.34 e und Sauer und Wuthier[214]), wenn auch für OCP noch 
zusätzlich Banden geringerer Intensität auftreten.[214, 219] Andere Autoren erhalten ähnliche 
Spektren für biomimetisch erzeugten HAP.[213, 214] Die Signale des in den NMR-Spektren 
deutlich zu erkennenden DCPD sind in Abb. 4.34 a nur andeutungsweise vorhanden: Bei 
578 cm-1 und 527 cm-1 befinden sich Signal-Schultern der P-O-Deformationsschwingungen. 
Im Bereich von 1130-990 cm-1 liefert DCPD wahrscheinlich einen Beitrag zu den breiten 
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Banden. Der spektrale Beitrag der Proteinkomponente im Bereich von 1200-400 cm-1 
(vgl. Abb. 4.14 a) ist zu vernachlässigen. In Übereinstimmung mit den IR-Spektren deutet die 
in den Raman-Spektren des CNNW/CaP-Präzipitats beobachtete verbreiterte Bande bei 
960 cm-1 aufgrund ihrer Lage zwischen OCP (959 cm-1)[206, 209] und HAP (962 cm-1) ebenfalls 
auf das Vorliegen einer apatitischen Phase hin, die ungeordnete Bereiche enthält 
(Abb. 4.35 a). 
 
 
 
Abb. 4.34: IR-Spektren im Bereich 
von 2000-400 cm-1: (a) CNNW/CaP-
Präzipitate, (b) CN/CaP-Präzipitate, 
(c) CaP, (d) DCPD und (e) HAP. 
Zahlenangaben über den Banden 
bezeichnen deren Lage in cm-1. 
 
 
Abb. 4.35: Raman-Spektren im Bereich 
von 1700-100 cm-1: (a) CNNW/CaP-
Präzipitate, (b) CN/CaP-Präzipitate, (c) 
CaP, (d) DCPD und (e) HAP. 
Zahlenangaben über den Banden 
bezeichnen deren Lage in cm-1. 
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Das IR- und Raman-Spektrum des als Vergleichsprobe präparierten CN/CaP-Präzipitats (Abb. 
4.34 b und Abb. 4.35 b) zeigt im Wesentlichen die gleichen Signale wie das des CNNW/CaP-
Präzipitats, was wiederum belegt, dass Caseinnetzwerke während der CaP-Fällung qualitativ 
die gleichen CaP-Phasen stabilisieren wie Casein. Der etwas geringere Abstand zwischen den 
beiden PO4-Valenzschwingungs-Banden in den IR-Spektren der CNNW/CaP-Probe (1105 
und 1030 cm-1, Differenz = 75 cm-1) im Vergleich zur CN/CaP-Probe (1112 und 1028 cm-1, 
Differenz = 84 cm-1) könnte nach Sauer und Wuthier[214] auf eine HAP-ähnlichere Phase in 
den CNNW/CaP-Präzipitaten schließen lassen (HAP-Referenz: 1090 und 1043 cm-1, 
Differenz = 47 cm-1). 
Wie schon aus dem 31P MAS NMR-Spektrum gefolgert wurde (s. Kap. 4.2.2.1), ist auch in 
den IR- und besonders den Raman-Spektren der CaP-Probe ein erhöhter Anteil an 
PO4-Gruppen in OCP-ähnlicher Umgebung zu erkennen. In den Raman-Spektren 
(Abb. 4.35 c) treten neben typischen Banden für DCPD (986 cm-1, 878 cm-1, vgl. mit 
Abb. 4.35 d) auch indikative Banden für OCP (959 cm-1, 1010 cm-1)[206, 209] auf. Im IR-
Spektrum (Abb. 4.34 c) sind Banden zu beobachten, die überwiegend auf OCP, zum Teil aber 
auch auf HAP schließen lassen (s. Pfeile in Abb. 4.34 c, s. Koutsopoulos[205]). Außerdem sind 
die PO4-Valenzschwingungs-Banden der kristallinen HAP-Referenz (Abb. 4.34 e, 1093 und 
1043 cm-1) im Spektrum der CaP-Probe nicht deutlich erkennbar, sie scheinen also 
verschoben oder überlagert zu sein. Beides lässt sich möglicherweise mit dem aus den 
31P NMR-Spektren abgeleiteten ungeordneten Zustand der apatitischen Phase erklären.  
Sowohl die IR- als auch die Raman-Spektren der CNNW/CaP-Präzipitate untermauern die aus 
den 31P NMR-Spektren gezogene Schlussfolgerung, dass in diesen Präzipitaten eine 
ungeordnete apatitische Phase vorliegt, die Ähnlichkeit zu biomimetisch erzeugtem HAP 
aufweist. Lediglich die IR- und Raman-Spektren der CaP-Probe zeigen daneben das 
Vorliegen einer OCP-ähnlichen Phase sowie das Vorhandensein von DCPD. 
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4.2.2.6 Zusammenfassung 
Durch den Einsatz von Caseinnetzwerkdispersionen als Fällungsmedium während der 
Präzipitation von Calciumphosphat ist es gelungen, eine hydratisierte apatitische Phase zu 
stabilisieren, die sowohl ungeordnete als auch kristalline Bereiche enthält und damit 
strukturelle Ähnlichkeit zu biologisch und besonders biomimetisch gebildetem Apatit besitzt.  
Während die durch enzymatische Vernetzung von mizellarem Casein gebildeten 
Caseinnetzwerke die Fällung sehr ähnlicher CaP-Phasen induzieren wie das aus UHT-Milch 
gewonnene unvernetzte Casein zeigen sie einen stärkeren Stabilisierungseffekt als Casein. 
Die in den Präzipitaten ebenfalls vorhandenen Phosphoratome in einer relativ ungeordneten 
OCP-ähnlichen Umgebung stehen höchstwahrscheinlich mit der apatitischen Phase in 
räumlich engem Kontakt und sind damit entweder Bestandteil dieser Phase oder befinden sich 
in einer getrennten Phase, die jedoch mit der apatitischen Phase in Form eines Nanokomposits 
mit sehr kleinen, eng benachbarten Kristalliten vorliegt. Die bei der Fällung ebenfalls 
gebildete Dicalciumphosphat-Dihydrat (DCPD)-Phase ist sowohl in der Caseinnetzwerk/CaP- 
als auch in der Casein/CaP-Probe vom Rest der CaP-Phasen separiert und in wesentlich 
geringerem Maße vorhanden als in dem reinen CaP-Präzipitat, das ohne Proteinkomponente 
gefällt wurde. 
Unter Bedingungen, bei denen ohne Proteinkomponente somit größtenteils DCPD entsteht, 
stabilisieren die Caseinspezies eine apatitische Phase. Die bevorzugte Bildung dieser Phase 
hängt wahrscheinlich sowohl mit den in der Aminosäuresequenz vorhandenen 
Phosphatzentren (s. Kap. 2.3.2.1) als Nukleationsstellen[8, 78] als auch mit der für Casein 
bekannten Stabilisationsfähigkeit für ungeordnete CaP-Phasen zusammen.[6, 9, 220, 221] Die 
Caseinspezies induzieren möglicherweise zunächst die Bildung einer apatitischen Phase und 
wirken dann in ihrer Funktion als Stabilisator dieser teilweise ungeordneten Phase. Es ist 
denkbar, dass die stärkere Ausbildung der apatitischen Phase in den Caseinnetzwerken im 
Gegensatz zu Casein unter anderem darauf zurückzuführen ist, dass die Phosphatzentren in 
den Caseinnetzwerken frei von CaP-Brücken sind, da diese durch die EDTA-Behandlung 
entfernt wurden. Da die Caseinnetzwerke zudem eine geringere Proteindichte und damit eine 
größere „Porosität“ als das mizellare Casein aufweisen, kann sich die apatitische Phase 
möglicherweise auch innerhalb der Netzwerke bilden, während dies für die mizellaren 
Caseinaggregate wahrscheinlich nur begrenzt möglich ist. 
Im Falle der Vernetzung der mizellaren Caseinaggregate zu einem „schwammartigen“ 
Netzwerk (s. Kap. 4.1.2.2), sollten „Poren“ mit einem Durchmesser im Nanometer-Bereich 
entstehen. Im Hinblick auf eine Anwendung zur therapeutischen Behandlung von defektem 
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Hartgewebe (Knochen- und Zähne) wäre es von Interesse, inwiefern es möglich ist, diese 
„Poren“ vollständig mit apatitischer Phase zu mineralisieren. Gelingt es dann, das 
Proteinnetzwerk abzubauen – möglichst unter Erhaltung der für die therapeutische 
Anwendung potentiell günstigen chemischen Struktur der apatitischen Phase –, könnten die 
zurückbleibenden nanometergroßen Calciumphosphatpartikel auf ihre Fähigkeit zur 
Remineralisation (z. B. als Ionenreservoir oder Prekursorphase) von Hartgewebe untersucht 
werden. Es ist denkbar, dass die erzeugten Casein(phospho)peptide dabei – analog zu ihrer 
postulierten Rolle bei der Remineralisation von initialen Zahnschmelzkavitäten[15] – einen 
begünstigenden Einfluss auf das Wachstum der mineralischen Phase haben. 
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4.3 Charakterisierung der Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate 
Caseinnetzwerke stellen durch ihre stabile kovalente Vernetzung potentielle 
Transportstrukturen für bioaktive Substanzen dar. Im Rahmen dieser Arbeit wird deshalb die 
Eignung der Caseinnetzwerke als Träger für das Enzym Lysozym untersucht, wobei 
besonders der Einfluss der Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate auf die Lysozymaktivität in 
der Pellikel im Vordergrund steht.f 
4.3.1 Effektivität der Bindung des Lysozyms an Caseinnetzwerke 
Für einen effektiven Einsatz von Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziaten ist es wichtig, eine 
starke Assoziation der beiden Komponenten unter gleichzeitiger Beibehaltung der Aktivität 
des Lysozyms zu erreichen. Entsprechende Untersuchungen wurden mittels 1H HR NMR-
Spektroskopie und fluorimetrischer Lysozymaktivitätsmessungen an den hergestellten 
Dispersionen der Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate durchgeführt. 
Gefaltete Proteine zeigen im 1H HR NMR-Spektrum Signale, die über einen großen Bereich 
der chemischen Verschiebung verteilt sind. Für Proteine ohne definierte Sekundär- und 
Tertiärstruktur ist die chemische Verschiebung der Signale wesentlich weniger aufgefächert; 
es werden die sogenannten „random coil shifts“ beobachtet.[125] Typische random coil shifts 
für Amidprotonen und aromatische Protonen liegen bei 8,0 … 8,4 ppm bzw. 
6,8 … 7,5 ppm.[222]   
Abb. 4.36 a zeigt die Region des 1H HR NMR-Spektrums des Lysozyms, in der die 
aromatischen Protonen (6,3 … 7,8 ppm)[223] und der größte Teil der Amidprotonen 
(6,8 … 9,7 ppm)[223] zu beobachten sind. Dass es sich bei Lysozym um ein gefaltetes Protein 
mit definierter Sekundär- und Tertiärstruktur handelt,[98] ist auch aus diesem Spektrum zu 
erkennen, da die Signale über einen großen Bereich der chemischen Verschiebung verteilt 
sind (Abb. 4.36 a). Die Caseine besitzen nur wenig definierte Sekundär- und Tertiärstruktur,[2] 
was sich daran zeigt, dass im Spektrum der Caseinnetzwerke bei 8,0 … 8,4 ppm und 
6,8 … 7,5 ppm das typische random coil-Muster der Amid- bzw. der aromatischen Protonen 
zu beobachten ist (Abb. 4.36 b). Die beobachteten Signale stammen von hinreichend mobilen 
Strukturen, da sie sonst nicht mittels HR NMR detektiert werden könnten. Es handelt sich 
dabei möglicherweise um frei bewegliche Peptidketten innerhalb der Caseinnetzwerke. 
f Mein Dank gilt Frau Sandra Pötschke für die Durchführung der Demineralisationsversuche, der 
Lysozymaktivitätsbestimmungen und der Anflutungsversuche. 
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Abb. 4.36 c zeigt das Spektrum einer Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion (molares 
Verhältnis Caseinnetzwerk : Lysozym ≈ 1:1,6). Es ist ersichtlich, dass die typischen Signale 
für das freie, in seiner natürlichen Faltung vorliegende Lysozym (vgl. Abb. 4.36 a) nicht mehr 
vorhanden sind. Unter der Annahme, dass Lysozym unter Verlust des größten Teils seiner 
Tertiärstruktur mit Caseinen assoziiert (wie es Wu et al.[120] für Lysozym-β-Casein-Komplexe 
zeigen), legt diese Beobachtung die Schlussfolgerung nahe, dass Lysozym nahezu vollständig 
mit den Caseinnetzwerken assoziiert ist. Die auffallende Reduktion der Intensität der 
Caseinnetzwerk-Signale (vgl. Abb. 4.36 c mit b) könnte zum einen damit erklärt werden, dass 
das während der Assoziation von Lysozym und Caseinnetzwerken gebildete Präzipitat im 
Laufe der NMR-Messung teilweise sedimentiert, wobei es den aktiven NMR-Spulenbereich 
verlässt und sich damit der Detektion entzieht. Zum anderen könnten die frei beweglichen 
Peptidketten, welche die Signale in Abb. 4.36 b erzeugen, durch die Assoziation mit Lysozym 
immobilisiert werden. Die daraus folgende Signalverbreiterung würde dazu führen, dass die 
Signale nicht mehr HR NMR-spektroskopisch detektiert werden können. 
 
 
 
Abb. 4.36: 1H HR NMR-Spektren (a) einer Lysozymlösung, (b) einer Dispersion 
von Caseinnetzwerken und (c) einer Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion.  
 
Um den Grad der Assoziation von Lysozym und Caseinnetzwerken weiter zu unter- 
suchen, wurde eine Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion (molares Verhältnis 
Caseinnetzwerk : Lysozym ≈ 1:1) zentrifugiert und im erhaltenen Überstand die 
Lysozymaktivität bestimmt. Zum Vergleich wurde eine Lysozymlösung untersucht, welche 
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die gleiche Konzentration (1,2 mg/ml) aufweist, die auch bei der Herstellung der 
Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion verwendet wurde (Abb. 4.37, LZ). 
Der Überstand, der nach Zentrifugation der Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersionen erhalten 
wird, zeigt keine Lysozymaktivität (Abb. 4.37, CNNW/LZ-Ü1). Da nicht assoziiertes 
Lysozym im Überstand Aktivität zeigen sollte (vgl. Abb. 4.37, LZ), belegt diese Beobachtung 
– in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der 1H HR NMR-Spektroskopie –, dass Lysozym 
vollständig mit den Caseinnetzwerken assoziiert ist. 
Um die Stärke der Assoziation zwischen den Caseinnetzwerken und Lysozym abzuschätzen, 
wird der durch Zentrifugation gewonnene Rückstand der Caseinnetzwerk/Lysozym-
Dispersion gewaschen und nochmals zentrifugiert. Sowohl der so erhaltene Überstand als 
auch der Rückstand werden hinsichtlich ihrer Lysozymaktivität untersucht. Es zeigt sich an 
den Messungen des Überstands, dass nur sehr wenig Lysozym aus den 
Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziaten ausgewaschen wird (Abb. 4.37, CNNW/LZ-Ü2), 
während der gewaschene Rückstand eine hohe Lysozymaktivität aufweist (Abb. 4.37, 
CNNW/LZ). Dies spricht zum einen für eine starke Bindung des Lysozyms an die 
Caseinnetzwerke und zum anderen dafür, dass die Aktivität des Lysozyms während der 
Assoziation erhalten bleibt.  
Die Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate zeigen im Vergleich zur Lysozymlösung, die mit der 
gleichen Lysozymkonzentration hergestellt wurde wie die Caseinnetzwerk/Lysozym-
Dispersionen, eine deutlich höhere Lysozymaktivität (Abb. 4.37, vgl. LZ und CNNW/LZ). 
Zum einen könnte dies darauf zurückzuführen sein, dass das Lysozym in der Lösung als 
Dimer vorliegt[100] und damit für das Substrat schwerer zugänglich ist als die an 
Caseinnetzwerke gebundenen Lysozymmoleküle. Zum anderen könnte die Assoziation des 
Lysozyms mit den Caseinnetzwerken auch zu einer Konformationsänderung des aktiven 
Zentrums des Lysozyms führen, was wiederum eine Erhöhung der Enzymaktivität gegenüber 
dem Substrat zur Folge haben kann. Die Assoziation sollte dann jedoch mechanistisch anders 
verlaufen als bei der Bindung des Lysozyms an reine Caseine, da de Roos et al.[117] bei der 
Bindung von Lysozym an αS1- und β-Casein gerade keine Beteiligung des aktiven Zentrums 
des Lysozyms an der Assoziation beobachten. 
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Abb. 4.37: Lysozymaktivität in verschiedenen Proteindispersionen und -lösungen: 
(CNNW/LZ) gewaschener Niederschlag der Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion, 
(CNNW/LZ-Ü1) und (CNNW/LZ-Ü2) Zentrifugationsüberstand vor bzw. nach dem 
Waschen des Niederschlags der Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion, (LZ) Lysozym-
lösung, (CN/LZ) gewaschener Niederschlag der Casein/Lysozym-Dispersion, 
(CN/LZ-Ü1) und (CN/LZ-Ü2) Zentrifugationsüberstand vor bzw. nach dem Waschen 
des Niederschlags der Casein/Lysozym-Dispersion. Die Fehlerbalken stellen die 
Standardabweichung aus einer Dreifachbestimmung dar. 
 
Zu Vergleichszwecken wurden aus UHT-Milch gewonnene mizellare Caseinaggregate mit 
Lysozym versetzt und der zentrifugierte Rückstand analog der Caseinnetzwerk/Lysozym-
Proben gewaschen. Weder im Überstand vor dem Waschen (Abb. 4.37, CN/LZ-Ü1) noch im 
Überstand nach dem Waschen der Probe (Abb. 4.37, CN/LZ-Ü2) noch in dem gewaschenen 
Rückstand selbst (Abb. 4.37, CN/LZ) konnte Lysozymaktivität detektiert werden. Die 
Lysozymaktivitätsmessung (Abb. 4.37, CN/LZ-Ü1) des Überstands vor dem Waschen zeigt, 
dass sich darin kein freies Enzym befindet. Wie im Falle der Caseinnetzwerke bindet also 
alles Lysozym an die mizellaren Caseinaggregate. Während des Waschens wird ebenfalls kein 
Lysozym freigesetzt (s. Abb. 4.37, CN/LZ-Ü2), was für eine starke Assoziation des Lysozyms 
mit dem mizellaren Casein spricht. Da im gewaschenen Rückstand keine Lysozymaktivität 
detektiert wird (s. Abb. 4.37, CN/LZ), muss das Enzym als Folge der Assoziation seine 
101 
Ergebnisse und Diskussion 
Aktivität verloren haben.g Eine Verringerung der Lysozymaktivität durch die Assoziation an 
Caseinmizellen wird auch von anderen Autoren beobachtet.[117, 121] Dies kann damit 
zusammenhängen, dass Lysozym zu großen Teilen mit Caseinmolekülen im Inneren der 
Mizelle assoziiert ist und das vergleichsweise große Substrat der Lysozymaktivitäts-
bestimmung zu diesen Bereichen keinen Zugang hat.[117]  
Werden Lysozymmoleküle im Inneren der Mizelle gebunden, sollte das auch für die 
Caseinnetzwerke der Fall sein. Da diese aber wesentlich größere „Poren“ besitzen, in denen 
das Substrat diffundieren kann und damit leichter zum Lysozym gelangt als in den kompakten 
mizellaren Caseinaggregaten, zeigen die Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate eine größere 
Lysozymaktivität als die Casein/Lysozym-Assoziate (vgl. Abb. 4.37 CNNW/LZ und CN/LZ). 
Darüber hinaus könnten eventuell auch assoziationsbedingte Konformationsänderungen des 
Lysozyms an die verschiedenen Trägerstrukturen (Caseinnetzwerk oder mizellares 
Caseinaggregat) für diesen Unterschied in der detektierten Lysozymaktivität verantwortlich 
sein. 
Zusammenfassend ist festzustellen, dass Lysozym erfolgreich unter Erhaltung seiner Aktivität 
an Caseinnetzwerke assoziiert werden kann. 
4.3.2 Einfluss von Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziaten auf die Pellikel 
Die erfolgreiche Beladung der Caseinnetzwerke mit Lysozym eröffnet die Möglichkeit, durch 
diese Assoziate die Lysozymaktivität des oralen Proteinfilms (Pellikel) besonders am Zahn 
günstig zu beeinflussen. Um den Einfluss der Caseinnetzwerke auf die schützenden 
Eigenschaften der Pellikel gegen Zahnschmelzerosion zu untersuchen, wurde die Ca2+- und 
Phosphatfreisetzung aus Zahnschmelz in Anwesenheit von Caseinnetzwerken quantitativ 
bestimmt. Zum Vergleich erfolgten Untersuchungen zur Freisetzung von Ca2+ und Phosphat 
aus Zahnschmelz mit und ohne Pellikelbeschichtung. 
Allgemein kann eine fortschreitende Demineralisation beobachtet werden, je länger die 
Zahnschmelzprobe dem sauren Milieu ausgesetzt ist (Abb. 4.38). Sowohl Ca2+ 
(Abb. 4.38 links) als auch Phosphat (Abb. 4.38 rechts) wird aus der Zahnschmelzprobe ohne 
Pellikel am stärksten freigesetzt (Abb. 4.38, blaue Datenpunkte). Die Schutzfunktion der 
Pellikel zeigt sich dagegen in einer reduzierten Ca2+- und Phosphatfreisetzung aus dem 
Zahnschmelz, der mit einer Pellikel beschichtet wurde (Abb. 4.38, rote Datenpunkte). Ein 
g Vor dem Zentrifugieren zeigt die Casein/Lysozym-Dispersion eine geringe Lysozymaktivität von ca. 
4500 U/ml, was eventuell für eine geringfügige Erhaltung der Lysozymaktivität während der Assiziation spricht. 
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ähnliches Freisetzungsverhalten zeigt sich sowohl für Ca2+ als auch für Phosphat, wenn die 
Pellikelbeschichtung mit einer Spülung durch eine Caseinnetzwerkdispersion kombiniert wird 
(Abb. 4.38, grüne Datenpunkte). 
Es wird somit nach Spülung mit einer Caseinnetzwerkdispersion weder Ca2+ noch Phosphat in 
erhöhtem Maße aus dem Zahnschmelz freigesetzt. Damit ist nachgewiesen, dass die 
Caseinnetzwerke die Demineralisation des Zahnschmelzes nicht begünstigen, jedoch die 
schützenden Eigenschaften der Pellikel gegen Zahnschmelzerosion auch nicht verbessern. 
 
 
Abb. 4.38: Freisetzung von Ca2+ (links) und Phosphat (rechts) aus Zahnschmelzproben bei pH 2,0: 
Unbehandelter Zahnschmelz (blau), Zahnschmelz nach 30 min Pellikelbildung (rot) und Zahnschmelz nach 
1 min Pellikelbildung + 10 min Behandlung mit Caseinnetzwerken + 19 min Pellikelbildung (grün). Die 
Fehlerbalken stellen die Standardabweichung aus der Messung von jeweils drei Schmelzplättchen pro Messreihe 
dar. 
 
4.3.2.1 Lysozymaktivität der Pellikel nach Anflutung in vitro 
Da die Caseinnetzwerkkomponente der hergestellten Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate 
(CNNW/LZ-Assoziate) sich nicht nachteilig auf den Zahnschmelz auswirkt, können die 
Assoziate in vitro an die in situ gebildete Pellikel angeflutet werden, um zu prüfen, ob sich 
eine dauerhafte Anreicherung des Lysozyms in der Pellikel erreichen lässt. 
Zunächst wird die Lysozymaktivität in der in situ gebildeten Pellikel (Zahnschmelzplättchen 
3 min oral getragen, „3-min-Pellikel“) gemessen, um einen Referenzwert zu erhalten. Die in 
Abb. 4.39 (3-min-Pellikel) dargestellten Daten veranschaulichen die intra- und 
interindividuellen Schwankungen der natürlichen Lysozymaktivität.[108, 109] 
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Abb. 4.39: Lysozymaktivität in der in situ gebildeten Pellikel nach 3 min (Referenzwert), 10 min Anflutung 
in vitro mit einer Proteindispersion/-lösung (orange: Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate (CNNW/LZ), grün: 
Lysozym (LZ), gelb: Caseinnetzwerke (CNNW)) und anschließender 20- oder 40-minütiger Inkubation mit 
Speichel. Die CNNW/LZ- und LZ-Versuchsreihen wurden an einem Probanden zweimal wiederholt; die 
Fehlerbalken stellen somit die Standardabweichung aus der Lysozymaktivitätsmessung der Pellikel von zweimal 
drei Schmelzplättchen dar. * Die CNNW-Versuchsreihe wurde an einem weiteren Probanden nur einmal 
durchgeführt; die Fehlerbalken stellen die Standardabweichung aus der Lysozymaktivitätsmessung der Pellikel 
von drei Schmelzplättchen dar. 
 
Nach 10-minütiger Anflutung mit der CNNW/LZ-Dispersion zeigt sich ein Anstieg der 
Enzymaktivität in der Pellikel auf den dreifachen Wert des Referenzwertes 
(Abb. 4.39 CNNW/LZ, vgl. „3-min-Pellikel“ und „10 min Anflutung“). Dies spricht für eine 
deutliche Anreicherung von Lysozym in der Pellikel durch die Einwirkung von CNNW/LZ-
Assoziaten. Eine ebenfalls angeflutete Caseinnetzwerkdispersion (CNNW) sowie eine reine 
Lysozymlösung (LZ) zeigen keine bzw. nur eine geringe Aktivitätssteigerung nach Anflutung 
und damit keinen deutlichen Anreicherungseffekt (Abb. 4.39 LZ und CNNW, vgl. 
„3-min-Pellikel“ und „10 min Anflutung“). 
Die Nachhaltigkeit der erreichten Lysozymanreicherung wird untersucht, indem die mit 
CNNW/LZ-Assoziaten behandelte Pellikel mit Speichel inkubiert wird (20 oder 40 min). Es 
zeigt sich, dass die Lysozymaktivität nach den Spülvorgängen im Wesentlichen konstant 
bleibt, d. h. die CNNW/LZ-Assoziate scheinen nicht zu desorbieren (Abb. 4.39 CNNW/LZ, 
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„20 min Speichel“ und „40 min Speichel“). Dies belegt eine dauerhafte Immobilisierung der 
CNNW/LZ-Assoziate und damit des Lysozyms in der Pellikel. Die Ergebnisse zeigen auch, 
dass die Aktivität des Lysozyms während der Immobilisierung in der Pellikel erhalten bleibt. 
Die mit Lysozymlösung und Caseinnetzwerkdispersion angefluteten Pellikeln, in denen keine 
deutliche Enzymanreicherung erreicht wurde, zeigen nach der Spülung mit Speichel eine 
Lysozymaktivität, die der 3-min-Pellikel ähnlich ist. 
4.3.2.2 Lysozymaktivität der Pellikel nach Anflutung in situ 
Ausgehend von der nachhaltigen Anreicherung des Lysozyms in der Pellikel in vitro kann die 
Anwendung der CNNW/LZ-Assoziate in situ, das heißt oral am Ort der natürlichen 
Pellikelentstehung, Aufschluss darüber geben, in welchem Maße eine Lysozymanreicherung 
in der Pellikel unter physiologischen Bedingungen gelingt. 
Abb. 4.40 zeigt zunächst wieder die Lysozymaktivität der in situ gebildeten Pellikel als 
Referenzwert („3-min-Pellikel“). Die 10-minütige Anflutung einer CNNW/LZ-Assoziat-
Dispersion an die Pellikel in situ führt zu einer leicht erhöhten Aktivität des Enzyms. 
Berücksichtigt man jedoch die Standardabweichung des gemessenen Aktivitätswertes 
(177 ± 88 U/cm2), bewegt sich diese Erhöhung im Rahmen der natürlichen Variabilität, 
sodass nicht sicher auf eine Anreicherung des Lysozyms in der Pellikel geschlossen werden 
kann. Dies steht im Gegensatz zu der erzielten Anreicherung von Lysozym in der Pellikel 
durch die Anflutungsversuche in vitro. Dieser Unterschied könnte darin begründet sein, dass 
im Vergleich zu den in vitro vorgefundenen Verhältnissen die in situ/in vivo herrschenden 
Bedingungen deutlich komplexer sind (clearance oraler Flüssigkeiten, Umbildung der 
Pellikel durch Adsorbtion/ Desorbtion von Molekülen (turnover), Alterung der Pellikel z. B. 
durch proteolytische Prozesse oder enzymatische Quervernetzung).[106, 224] Dies führt 
möglicherweise in situ zu einem selektiveren Anreicherungsprozess, der die Immobilisation 
von Lysozym in der Pellikel mithilfe der Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate nicht 
begünstigt. 
Da keine deutliche Anreicherung des Lysozyms erfolgt, befinden sich die 
Lysozymaktivitätswerte nach der 20- und 40-minütigen Inkubation mit Speichel (intraoral) 
daher erwartungsgemäß auf dem Niveau des Referenzwertes der 3-min-Pellikel. 
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Abb. 4.40: Lysozymaktivität in der Pellikel nach 3 min (Referenzwert), 10 min Anflutung mit einer 
Caseinnetzwerk/Lysozym-Dispersion in situ und anschließender 20- oder 40-minütiger Inkubation mit Speichel 
(intraoral). Die Versuchsreihe wurde an einem Probanden zweimal wiederholt; die Fehlerbalken stellen somit 
die Standardabweichung aus der Lysozymaktivitätsmessung der Pellikel von zweimal drei Schmelzplättchen 
dar. 
 
4.3.3 Zusammenfassung 
Die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Ergebnisse zeigen, dass Caseinnetzwerke 
geeignete Transportsysteme für Lysozym darstellen und die gebildeten Assoziate 
grundsätzlich Potential zur Anreicherung von Lysozym in der Pellikel haben. Die 
Caseinnetzwerke weisen eine stabile Struktur auf (s. Kap. 4.1) und können erfolgreich mit 
Lysozym beladen werden. Lysozym bindet dabei so an die Caseinnetzwerke, dass seine 
Aktivität erhalten bleibt. Die Assoziation von Lysozym mit mizellaren Caseinaggregaten, die 
aus UHT-Milch gewonnenen wurden, führt dagegen zu einem fast vollständigen Verlust der 
Lysozymaktivität. Die Caseinnetzwerke wirken nicht demineralisierend auf den Zahnschmelz 
und sind deshalb für die orale Anwendung geeignet. In vitro gelingt mithilfe der 
Caseinnetzwerke eine dauerhafte Immobilisierung des Lysozyms in der in situ gebildeten 
Pellikel. Eine deutliche Anreicherung des Enzyms in situ wird allerdings nicht beobachtet. 
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass Erkenntnisse, die im Rahmen von Versuchen in vitro 
gewonnen wurden, nicht ohne weiteres auf die Situation in situ übertragbar sind. Es sind 
vielmehr Untersuchungen an Modellsystemen notwendig, welche die Bedingungen in situ 
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simulieren. Die orale Pellikel stellt in diesem Zusammenhang ein attraktives, weil leicht 
zugängliches, Modellsystem zur Untersuchung von Bioadhäsions-prozessen dar.[225] 
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5 Zusammenfassung und Ausblick 
Im Rahmen dieser Arbeit ist es durch die kombinierte Anwendung von 31P Flüssigkeits (HR)-
NMR-Spektroskopie sowie dynamischer Lichtstreuung (DLS) gelungen, die supramolekulare 
Struktur von mizellarem Casein aus ultrahocherhitzter (UHT) Milch unter dem Einfluss einer 
enzymatischen Vernetzung mittels mikrobieller Transglutaminase (mTG) zu charakterisieren. 
Die 31P HR NMR-Spektroskopie erweist sich dabei als hervorragende Methode, um sowohl 
den Einbau von Casein aus dem Milchserum in die mizellaren Aggregate durch die 
enzymatische Reaktion als auch die bevorzugte mTG-Vernetzung von β-Casein 
nachzuweisen. Durch die Kombination von 31P HR NMR-Spektroskopie und Messungen der 
dynamischen Lichtstreuung war es weiterhin möglich, das Vorliegen vernetzter 
Caseinaggregate in Dispersionen mTG-behandelter Caseine zu belegen und besonders den 
Anteil an nicht vernetztem Casein „sichtbar“ zu machen, der durch EDTA-Zugabe aus den 
mTG-vernetzten Caseinnetzwerken freigesetzt wird. Es zeigt sich, dass die Caseinnetzwerke 
nach der EDTA-Behandlung eine geringere Proteindichte als mizellares Casein aufweisen, da 
sie nur ca. 20 % des Serinphosphats des mizellaren Caseins enthalten. 31P Festkörper-NMR-
spektroskopische Messungen legen außerdem nahe, dass die Beweglichkeit des phosphory-
lierten Ser149-Restes des κ-Caseins in der äußeren Schicht der mizellaren Caseinaggregate 
durch die mTG-Behandlung nicht wesentlich verändert wird. 
 
Um die erhaltenen Caseinnetzwerke im Hinblick auf ihr Anwendungspotential zu 
untersuchen, wurden sie als Proteinkomponente bei der biomimetischen Calciumphosphat-
fällung sowie als Trägerstrukturen für bioaktives Lysozym verwendet. 
Durch den Einsatz von Caseinnetzwerkdispersionen als Fällungsmedium während der 
Präzipitation von Calciumphosphat (CaP) ist es gelungen, eine hydratisierte apatitische Phase 
zu stabilisieren, die sowohl ungeordnete als auch kristalline Bereiche enthält und damit 
strukturelle Ähnlichkeit zu biologisch und besonders biomimetisch gebildetem Apatit besitzt. 
Die in den Präzipitaten ebenfalls vorhandenen Phosphoratome in einer relativ ungeordneten 
OCP (Octacalciumphosphat)-ähnlichen Umgebung stehen höchstwahrscheinlich mit der 
apatitischen Phase in räumlich engem Kontakt und sind damit entweder Bestandteil dieser 
Phase oder befinden sich in einer getrennten Phase, die jedoch mit der apatitischen Phase in 
Form eines Nanokomposits mit sehr kleinen, eng benachbarten Kristalliten vorliegt. Bei der 
Fällung des Caseinnetzwerk/CaP-Präzipitats wird ebenfalls eine Dicalciumphosphat-Dihydrat 
(DCPD)-Phase gebildet. Diese ist separiert von den anderen CaP-Phasen und tritt in 
wesentlich geringerem Maße auf als in einem reinen CaP-Präzipitat, das ohne 
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Proteinkomponente gefällt wurde. Damit konnte gezeigt werden, dass unter Bedingungen, bei 
denen ohne Proteinkomponente größtenteils DCPD entsteht, die Caseinnetzwerke eine 
apatitische Phase stabilisieren, die strukturelle Ähnlichkeit zu biologisch und biomimetisch 
gebildetem Apatit aufweist. Die qualitativ gleichen Ergebnisse konnten für vergleichsweise 
untersuchtes unvernetztes Casein gefunden werden. Die Caseinnetzwerke zeigen jedoch in 
Bezug auf die apatitische Phase einen stärkeren Stabilisierungseffekt als unvernetztes Casein. 
Es ist denkbar, dass dies unter anderem darauf zurückzuführen ist, dass die Phosphatzentren 
in den Caseinnetzwerken im Gegensatz zu Casein frei von CaP-Brücken sind, da diese durch 
die EDTA-Behandlung entfernt wurden. Da die Caseinnetzwerke zudem eine geringere 
Proteindichte und damit eine höhere „Porosität“ als die mizellaren Caseinaggregate 
aufweisen, kann sich die apatitische Phase möglicherweise auch innerhalb der Netzwerke 
bilden, während dies für die mizellaren Caseinaggregate wahrscheinlich nur begrenzt möglich 
ist. 
Um die Bildung der apatitischen Phase zu optimieren, könnte der Fokus weiterer 
Forschungsarbeit neben der Modifizierung der Präparationsbedingungen – insbesondere der 
Konzentration der Caseinnetzwerke im Fällungsmedium – auf der Variation des 
Vernetzungsgrades der Caseinnetzwerke liegen. Dabei wäre es von Interesse, festzustellen, 
wie sich eine Verringerung oder Erhöhung des Vernetzungsgrades und die damit 
einhergehende Erhöhung bzw. Verminderung der „Porosität“ der Caseinnetzwerke auf die 
gebildete Menge an apatitischer Phase auswirkt.  
Im Falle der Vernetzung der mizellaren Caseinaggregate zu einem „schwammartigen“ 
Netzwerk (s. Kap. 4.1.2.2), sollten „Poren“ mit einem Durchmesser im Nanometer-Bereich 
entstehen. Im Hinblick auf eine Anwendung zur therapeutischen Behandlung von defektem 
Hartgewebe (Knochen- und Zähne) wäre es von Interesse, inwiefern es möglich ist, diese 
„Poren“ vollständig mit apatitischer Phase zu mineralisieren. Gelingt es dann, das 
Proteinnetzwerk abzubauen – möglichst unter Erhaltung der für die therapeutische 
Anwendung potentiell günstigen chemischen Struktur der apatitischen Phase –, könnten die 
zurückbleibenden nanometergroßen Calciumphosphatpartikel auf ihre Fähigkeit zur 
Remineralisation (z. B. als Ionenreservoir oder Prekursorphase) von defektem Hartgewebe 
untersucht werden. Es ist denkbar, dass die erzeugten Casein(phospho)peptide dabei – analog 
zu ihrer postulierten Rolle bei der Remineralisation von initialen Zahnschmelzkavitäten[15] – 
einen begünstigenden Einfluss auf das Wachstum der mineralischen Phase haben. 
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In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sich Caseinnetzwerke 
grundsätzlich als Transportsysteme für Lysozym eignen, da sie eine hohe Stabilität aufweisen 
und erfolgreich mit Lysozym beladen werden können. Während die Assoziation von Lysozym 
mit mizellaren Caseinaggregaten, die aus UHT-Milch gewonnenen wurden, zu einem fast 
vollständigen Verlust der Lysozymaktivität führt, bleibt die Aktivität des Enzyms bei der 
Bindung an Caseinnetzwerke erhalten. 
Das Anwendungspotential der Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate wurde im Rahmen von 
zahnmedizinischen Versuchen in vitro und in situ untersucht. Es konnte nachgewiesen 
werden, dass die Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate in vitro eine dauerhafte Immobili-
sierung des Lysozyms in der in situ gebildeten Pellikel bewirken. Eine deutliche 
Anreicherung des Enzyms in situ wird mithilfe der Caseinnetzwerke allerdings nicht 
beobachtet. Dies könnte darin begründet sein, dass die im Vergleich zu den in vitro 
vorgefundenen Verhältnissen deutlich komplexeren Bedingungen in situ zu einem 
selektiveren Anreicherungsprozess von Enzymen in der Pellikel führen. 
Neben der Optimierung des Anreicherungverfahrens für Caseinnetzwerk/Lysozym-Assoziate 
in situ könnte weitere Forschungsarbeit auf die Untersuchung des Einflusses von 
Caseinaggregaten auf die strukturelle Beschaffenheit der Pellikel abzielen. Es wäre dabei von 
Interesse, inwiefern diese zu einer festeren und damit nachhaltigeren Pellikel führen.
110 
  
6 Literaturverzeichnis 
[1]  P. F. Fox, Adv. Dairy Chem. (3rd Ed.) 2003, 1, 1-48.  
[2]  C. G. De Kruif, C. Holt, Adv. Dairy Chem. (3rd Ed.) 2003, 1, 233-276.  
[3]  D. S. Horne, Curr. Opin. Colloid Interface Sci. 2006, 11, 148-153.  
[4]  J. D. Termine, R. A. Peckauskas, A. S. Posner, Arch. Biochem. Biophys. 1970, 140, 
318-325.  
[5]  J. D. Termine, A. S. Posner, Arch. Biochem. Biophys. 1970, 140, 307-317.  
[6]  K. J. Cross, N. L. Huq, J. E. Palamara, J. W. Perich, E. C. Reynolds, J. Biol. Chem. 
2005, 280, 15362-15369.  
[7]  D. G. Schmidt, P. Both, S. Visser, K. J. Slangen, P. J. Van Rooijen, Neth. Milk Dairy 
J. 1987, 41, 121-136.  
[8]  M. J. J. M. Van Kemenade, P. L. De Bruyn, J. Colloid Interface Sci. 1989, 129, 1-14.  
[9]  C. Holt, N. M. Wahlgren, T. Drakenberg, Biochem J 1996, 314, 1035-1039.  
[10]  S. Hidaka, K. Abe, S. Y. Liu, Arch. Oral Biol. 1991, 36, 49-54.  
[11]  M. J. J. M. Van Kemenade, P. L. De Bruyn, J. Colloid Interface Sci. 1987, 118, 564-
585.  
[12]  Y. D. Livney, Curr. Opin. Colloid Interface Sci. 2010, 15, 73-83.  
[13]  D. M. Dragusin, A. Serafim, T. Zecheru, C. Stancu, E. Vasile, V. Ciupina, 
Optoelectron. Adv. Mater. - Rapid Commun. 2011, 5, 1320-1324.  
[14]  L. L. Hench, J. Am. Ceram. Soc. 1991, 74, 1487-1510.  
[15]  N. J. Cochrane, F. Cai, N. L. Huq, M. F. Burrow, E. C. Reynolds, J. Dent. Res. 2010, 
89, 1187-1197.  
[16]  M. Hannig, C. Hannig, Nat. Nanotechnol. 2010, 5, 565-569.  
[17]  S. V. Dorozhkin, M. Epple, Angew. Chem. , Int. Ed. 2002, 41, 3130-3146.  
[18]  E. C. Reynolds, F. Cai, P. Shen, G. D. Walker, J. Dent. Res. 2003, 82, 206-211.  
[19]  E. Semo, E. Kesselman, D. Danino, Y. D. Livney, Food Hydrocolloids 2007, 21, 936-
942.  
[20]  A. Sahu, N. Kasoju, U. Bora, Biomacromolecules 2008, 9, 2905-2912.  
[21]  A. Roach, J. Dunlap, F. Harte, J. Food Sci. 2009, 74, N23-N29.  
111 
Literaturverzeichnis 
[22]  M. M. O'Sullivan, A. L. Kelly, P. F. Fox, J. Dairy Sci. 2002, 85, 1-7.  
[23]  M. M. O'Sullivan, A. L. Kelly, P. F. Fox, J. Dairy Res. 2002, 69, 433-442.  
[24]  M. A. Smiddy, J.-E. G. H. Martin, A. L. Kelly, C. G. de Kruif, T. Huppertz, J. Dairy 
Sci. 2006, 89, 1906-1914.  
[25]  J. S. Mounsey, B. T. O'Kennedy, P. M. Kelly, Lait 2005, 85, 405-418.  
[26]  T. Huppertz, C. G. de Kruif, Int. Dairy J. 2007, 17, 436-441.  
[27]  T. Huppertz, M. A. Smiddy, C. G. de Kruif, Biomacromolecules 2007, 8, 1300-1305.  
[28]  C. Partschefeld, U. Schwarzenbolz, S. Richter, T. Henle, Biotechnol. J. 2007, 2, 456-
461.  
[29]  T. Huppertz, C. G. de Kruif, Int. Dairy J. 2008, 18, 556-565.  
[30]  C. G. De Kruif, J. Dairy Sci. 1998, 81, 3019-3028.  
[31]  T. T. Le, P. Saveyn, H. D. Hoa, P. Van der Meeren, Int. Dairy J. 2008, 18, 1090-1096.  
[32]  P. Walstra, Int. Dairy J. 1999, 9, 189-192.  
[33]  C. Phadungath, Songklanakarin J. Sci. Technol. 2005, 27, 201-212.  
[34]  T. Aoki, Y. Kako, T. Imamura, J. Dairy Res. 1986, 53, 53-59.  
[35]  M. C. A. Griffin, R. L. J. Lyster, J. C. Price, Eur. J. Biochem. 1988, 174, 339-343.  
[36]  C. Holt, J. Dairy Sci. 1998, 81, 2994-3003.  
[37]  S. H. C. Lin, S. L. Leong, R. K. Dewan, V. A. Bloomfield, C. V. Morr, Biochemistry 
1972, 11, 1818-1821.  
[38]  T. C. A. McGann, P. F. Fox, J. Dairy Res. 1974, 41, 45-53.  
[39]  T. Kanaji, H. Ozaki, T. Takao, H. Kawajiri, H. Ide, M. Motoki, Y. Shimonishi, J. Biol. 
Chem. 1993, 268, 11565-11572.  
[40]  D. Jaros, C. Partschefeld, T. Henle, H. Rohm, J. Texture Studies 2006, 37, 113-155.  
[41]  C. Partschefeld, J. Schreiner, U. Schwarzenbolz, T. Henle, Czech J. Food Sci. 2009, 
27, S99-S101.  
[42]  A. J. Vasbinder, H. S. Rollema, A. Bot, C. G. de Kruif, J. Dairy Sci. 2003, 86, 1556-
1563.  
[43]  R. Sharma, P. C. Lorenzen, K. B. Qvist, Int. Dairy J. 2001, 11, 785-793.  
[44]  T. Huppertz, M. A. Smiddy, Int. J. Dairy Technol. 2008, 61, 51-55.  
112 
Literaturverzeichnis 
[45]  J. Moon, Y. Hong, T. Huppertz, P. F. Fox, A. L. Kelly, Int. J. Dairy Technol. 2009, 
62, 27-32.  
[46]  C. G. de Kruif, R. Tuinier, C. Holt, P. A. Timmins, H. S. Rollema, Langmuir 2002, 18, 
4885-4891.  
[47]  D. G. Dalgleish, Soft Matter 2011, 7, 2265-2272.  
[48] M. P. Bönisch, S. Lauber, U. Kulozik, J. Food Sci. 2004, 69, E398-E404.  
[49]  M. P. Bönisch, A. Tolkach, U. Kulozik, Int. Dairy J. 2006, 16, 669-678.  
[50]  P. C. Lorenzen, Bull. Int. Dairy Fed. 2002, 374, 30-36.  
[51]  S. Weiner, P. M. Dove, Rev. Mineral. Geochem. 2003, 54, 1-29.  
[52]  S. Mann, Biomineralization: Principles and Concepts in Bioinorganic Materials 
Chemistry, Oxford University Press, New York, 2001.  
[53]  H. E. L. Madsen, G. Thorvardarson, J. Cryst. Growth 1984, 66, 369-376.  
[54]  H. Füredi-Milhofer, L. Brecevic, B. Purgaric, Faraday Discuss. Chem. Soc. 1976, 61, 
184-193.  
[55]  S. V. Dorozhkin, Acta Biomater. 2010, 6, 4457-4475.  
[56]  A. Szczes, L. Holysz, E. Chibowski, J. Adhes. Sci. Technol. 2006, 20, 345-358.  
[57]  T. P. Feenstra, P. L. De Bruyn, J. Phys. Chem. 1979, 83, 475-479.  
[58]  M. D. Grynpas, S. Omelon, Bone 2007, 41, 162-164.  
[59]  L. Wang, G. H. Nancollas, Chem. Rev. 2008, 108, 4628-4669.  
[60]  C. Jäger, T. Welzel, W. Meyer-Zaika, M. Epple, Magn. Reson. Chem. 2006, 44, 573-
580.  
[61]  J. E. Barralet, K. J. Lilley, L. M. Grover, D. F. Farrar, C. Ansell, U. Gbureck, J. Mater. 
Sci. : Mater. Med. 2004, 15, 407-411.  
[62]  P. N. De Aza, F. Guitian, S. De Aza, Acta Mater. 1998, 46, 2541-2549.  
[63]  M. J. Glimcher, A. J. Hodge, F. O. Schmitt, Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1957, 43, 
860-867.  
[64]  B. S. Strates, W. F. Neuman, G. J. Levinskas, J. Phys. Chem. 1957, 61, 279-282.  
[65]  H. Ehrlich, T. Douglas, D. Scharnweber, T. Hanke, R. Born, S. Bierbaum, H. Worch, 
Z. Anorg. Allg. Chem. 2005, 631, 1825-1830.  
113 
Literaturverzeichnis 
[66]  H. Ehrlich, T. Hanke, R. Born, C. Fischer, A. Frolov, T. Langrock, R. Hoffmann, U. 
Schwarzenbolz, T. Henle, P. Simon, D. Geiger, V. V. Bazhenov, H. Worch, J. Membr. 
Sci. 2009, 326, 254-259.  
[67]  H. Ehrlich, T. Hanke, P. Simon, R. Born, C. Fischer, A. Frolov, T. Langrock, R. 
Hoffmann, U. Schwarzenbolz, T. Henle, V. V. Bazhenov, H. Worch, J. Biomed. 
Mater. Res. Part B: Appl. Biomater. 2010, 92B, 542-551.  
[68]  P. Simon, U. Schwarz, R. Kniep, J. Mater. Chem. 2005, 15, 4992-4996.  
[69]  C. Göbel, P. Simon, J. Buder, H. Tlatlik, R. Kniep, J. Mater. Chem. 2004, 14, 2225-
2230.  
[70]  C. Holt, E. S. Sorensen, R. A. Clegg, FEBS J. 2009, 276, 2308-2323.  
[71]  M. E. Marsh, Biochemistry 1989, 28, 346-352.  
[72]  M. Iijima, J. Moradian-Oldak, J. Mater. Chem. 2004, 14, 2189-2199.  
[73]  A. C. Wan, E. Khor, G. W. Hastings, J Biomed Mater Res 1998, 41, 541-548.  
[74]  Y. Yokogawa, J. P. Reyes, M. R. Mucalo, M. Toriyama, Y. Kawamoto, T. Suzuki, K. 
Nishizawa, F. Nagata, T. Kamayama, J. Mater. Sci. : Mater. Med. 1997, 8, 407-412.  
[75]  J. V. Araujo, J. A. Lopes-da-Silva, M. M. Almeida, M. E. V. Costa, Mater. Sci. Forum 
2006, 514-516, 1005-1009.  
[76]  K. Teshima, M. Sakurai, S. Lee, K. Yubuta, S. Ito, T. Suzuki, T. Shishido, M. Endo, S. 
Oishi, Cryst. Growth Des. 2009, 9, 650-652.  
[77]  R. E. Reeves, N. E. Latour, Science 1958, 128, 472.  
[78]  C. Ritzoulis, N. Scoutaris, E. Demetriou, K. Papademetriou, S. Kokkou, S. 
Stavroulias, C. Panayiotou, J. Biomed. Mater. Res. 2004, 71A, 675-684.  
[79]  T. Aoba, E. C. Moreno, J. Colloid Interface Sci. 1985, 106, 110-121.  
[80]  E. C. Reynolds, J. Dent. Res. 1997, 76, 1587-1595.  
[81]  N. J. Cochrane, S. Saranathan, F. Cai, K. J. Cross, E. C. Reynolds, Caries Res. 2008, 
42, 88-97.  
[82]  P. Schüpbach, J. R. Neeser, M. Golliard, M. Rouvet, B. Guggenheim, J. Dent. Res. 
1996, 75, 1779-1788.  
[83]  H. Wang, L. Di, Q. Ren, J. Wang, Materials 2009, 2, 613-635.  
[84]  A. E. Voinescu, D. Touraud, A. Lecker, A. Pfitzner, L. Kienle, W. Kunz, J. Phys. 
Chem. C 2008, 112, 17499-17506.  
[85]  Y. Liu, R. Guo, Mater. Chem. Phys. 2011, 126, 619-627.  
114 
Literaturverzeichnis 
[86]  S. Bouhallab, N. A. Oukhatar, D. Molle, G. Henry, J.-L. Maubois, P. Arhan, D. L. 
Bougle, J. Nutr. Biochem. 1999, 10, 723-727.  
[87]  N. Ait-Oukhatar, J. M. Peres, S. Bouhallab, D. Neuville, F. Bureau, G. Bouvard, P. 
Arhan, D. Bougle, J. Lab. Clin. Med. 2002, 140, 290-294.  
[88]  G. Molema, D. K. F. Meijer (Hrsg.), Drug Targeting - Organ-Specific Strategies, 
Wiley-VCH, Weinheim, 2001.  
[89]  D. J. McClements, E. A. Decker, Y. Park, J. Weiss, Crit. Rev. Food Sci. Nutr. 2009, 
49, 577-606.  
[90]  R. B. Silverman, Medizinische Chemie, VCH, Weinheim, 1994.  
[91]  A. Shapira, Y. G. Assaraf, Y. D. Livney, Nanomedicine 2010, 6, 119-126.  
[92]  A. Shapira, I. Davidson, N. Avni, Y. G. Assaraf, Y. D. Livney, Eur. J. Pharm. 
Biopharm. 2012, 80, 298-305.  
[93]  E. Semo, E. Kesselman, D. Danino, Y. D. Livney, Food Hydrocolloids 2007, 21, 936-
942.  
[94]  T. Heidebach, P. Först, U. Kulozik, Food Hydrocolloids 2009, 23, 1670-1677.  
[95]  M. S. Latha, K. Rathinam, P. V. Mohanan, A. Jayakrishnan, J. Controlled Release 
1995, 34, 1-7.  
[96]  M. S. Latha, A. V. Lal, T. V. Kumary, R. Sreekumar, A. Jayakrishnan, Contraception 
2000, 61, 329-334.  
[97]  P. Mendes de Souza, A. Fernandez, G. Lopez-Carballo, R. Gavara, P. Hernandez-
Munoz, Food Hydrocolloids 2010, 24, 300-306.  
[98]  G. Merlini, V. Bellotti, Clin. Chim. Acta 2005, 357, 168-172.  
[99]  M. Malmsten, H. Bysell, P. Hansson, Curr. Opin. Colloid Interface Sci. 2010, 15, 435-
444.  
[100]  A. J. Sophianopoulos, K. E. Van Holde, J. Biol. Chem. 1964, 239, 2516-2524.  
[101]  D. M. Chipman, N. Sharon, Science 1969, 165, 454-465.  
[102]  N. J. Laible, G. R. Germaine, Infect. Immun. 1985, 48, 720-728.  
[103]  C. Hannig, M. Hannig, T. Attin, Eur. J. Oral Sci. 2005, 113, 2-13.  
[104]  J. Hankiewicz, E. Swierczek, Clin. Chim. Acta 1974, 57, 205-209.  
[105]  U. Lendenmann, J. Grogan, F. G. Oppenheim, Adv. Dent. Res. 2000, 14, 22-28.  
[106]  M. Hannig, A. Joiner, Monogr. Oral Sci. 2006, 19, 29-64.  
115 
Literaturverzeichnis 
[107]  C. Hannig, M. Hannig, Dt. Zahnärztl. Z. 2009, 64, 533-547.  
[108]  C. Hannig, J. Hoch, K. Becker, M. Hannig, T. Attin, Arch. Oral Biol. 2005, 50, 821-
828.  
[109]  C. Hannig, B. Spitzmüller, M. Hannig, Clin Oral Investig 2009, 13, 15-21.  
[110]  L. M. Sreebny, Int. Dent. J. 2000, 50, 140-161.  
[111]  H. Meyer-Lückel, A. M. Kielbassa, Schweiz. Monatsschr. Zahnmed. 2002, 112, 1037-
1058.  
[112]  C. Hannig, B. Spies, B. Spitzmüller, M. Hannig, Arch. Oral Biol. 2010, 55, 1-6.  
[113]  J. Jolles, P. Jolles, Helv. Chim. Acta 1971, 54, 2668-2675.  
[114]  T. Aizawa, N. Koganesawa, A. Kamakura, K. Masaki, A. Matsuura, H. Nagadome, Y. 
Terada, K. Kawano, K. Nitta, FEBS Lett. 1998, 422, 175-178.  
[115]  C. Hannig, B. Spitzmüller, H. C. Lux, M. Altenburger, A. Al-Ahmad, M. Hannig, 
Arch. Oral Biol. 2010, 55, 463-469.  
[116]  C. Hannig, B. Spitzmüller, W. Hoth-Hannig, M. Hannig, Clin Oral Investig 2011, 15, 
65-73.  
[117]  A. L. d. Roos, P. Walstra, T. J. Geurts, Int. Dairy J. 1998, 8, 319-324.  
[118]  S. Anema, C. G. de Kruif, Biomacromolecules 2011, 12, 3970-3976.  
[119]  X. Pan, S. Yu, P. Yao, Z. Shao, J. Colloid Interface Sci. 2007, 316, 405-412.  
[120]  F. Wu, J. Luo, Z. Yu, Phys. Chem. Chem. Phys. 2011, 13, 3429-3436.  
[121]  J. L. Thapon, G. Brule, Lait 1986, 66, 19-30.  
[122]  M. Bakri, F. H. Wolfe, Can. J. Biochem. 1971, 49, 882-884.  
[123]  N. K. Howell, N. A. Yeboah, D. F. V. Lewis, Int. J. Food Sci. Technol. 1995, 30, 813-
824.  
[124]  W. J. Mullin, F. H. Wolfe, J. Dairy Sci. 1974, 57, 9-14.  
[125]  J. Cavanagh, W. J. Fairbrother, A. G. I. Palmer, N. J. Skelton, Protein NMR 
spectroscopy – principles and practice, Academic Press, San Diego, CA, 1996.  
[126]  D. Suwelack, W. P. Rothwell, J. S. Waugh, J. Chem. Phys. 1980, 73, 2559-2569.  
[127]  E. R. Andrew, A. Bradbury, R. G. Eades, Nature 1958, 182, 1659.  
[128]  D. D. Laws, H. L. Bitter, A. Jerschow, Angewandte Chemie 2002, 114, 3224-3259.  
116 
Literaturverzeichnis 
[129]  J. K. Thomsen, H. J. Jakobsen, N. C. Nielsen, T. E. Petersen, L. K. Rasmussen, Eur. J. 
Biochem. 1995, 230, 454-459.  
[130]  B.-J. van Rossum, H. Förster, H. J. M. de Groot, J. Magn. Reson. 1997, 124, 516-519.  
[131]  N. M. Szeverenyi, M. J. Sullivan, G. E. Maciel, J. Magn. Reson. 1982, 47, 462-475.  
[132]  P. Caravatti, J. Deli, G. Bodenhausen, R. R. Ernst, J. Am. Chem. Soc. 1982, 104, 5506-
5507.  
[133]  D. Suter, R. R. Ernst, Phys. Rev. B: Condens. Matter 1982, 25, 6038-6041.  
[134]  J. Jeener, B. H. Meier, P. Bachmann, R. R. Ernst, J. Chem. Phys. 1979, 71, 4546-4553.  
[135]  T. Manolikas, T. Herrmann, B. H. Meier, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 3959-3966.  
[136]  A. Iuga, C. Ader, C. Gröger, E. Brunner, Annu. Rep. NMR Spectrosc. 2006, 60, 145-
189.  
[137]  H. R. Kalbitzer, M. Spoerner, P. Ganser, C. Hozsa, W. Kremer, J. Am. Chem. Soc. 
2009, 131, 16714-16719.  
[138]  N. Kröger, S. Lorenz, E. Brunner, M. Sumper, Science 2002, 298, 584-586.  
[139]  T. Schweins, M. Geyer, K. Scheffzek, A. Warshel, H. R. Kalbitzer, A. Wittinghofer, 
Nat. Struct. Biol. 1995, 2, 36-44.  
[140]  M. Spoerner, C. Herrmann, I. R. Vetter, H. R. Kalbitzer, A. Wittinghofer, Proc. Natl. 
Acad. Sci. U. S. A. 2001, 98, 4944-4949.  
[141]  P. S. Belton, R. L. J. Lyster, C. P. Richards, J. Dairy Res. 1985, 52, 47-54.  
[142]  C. Ho, R. J. Kurland, J. Biol. Chem. 1966, 241, 3002-3007.  
[143]  C. Ho, J. A. Magnuson, J. B. Wilson, N. S. Magnuson, R. J. Kurland, Biochemistry 
1969, 8, 2074-2082.  
[144]  R. S. Humphrey, K. W. Jolley, Biochim. Biophys. Acta 1982, 708, 294-299.  
[145]  T. Ishii, K. Hiramatsu, T. Ohba, A. Tsutsumi, J. Dairy Sci. 2001, 84, 2357-2363.  
[146]  T. Ishii, T. Ohba, K. Sato, A. Tsutsumi, Milchwissenschaft 2003, 58, 19-22.  
[147]  L. T. Kakalis, T. F. Kumosinski, H. M. Farrell Jr, Biophys. Chem. 1990, 38, 87-98.  
[148]  R. W. Sleigh, A. G. Mackinlay, J. M. Pope, Biochim. Biophys. Acta 1983, 742, 175-
183.  
[149]  H. S. Rollema, J. A. Brinkhuis, J. Dairy Res. 1989, 56, 417-425.  
[150]  H. S. Rollema, J. A. Brinkhuis, H. J. Vreeman, Neth. Milk Dairy J. 1988, 42, 233-248.  
117 
Literaturverzeichnis 
[151]  M. Bak, L. K. Rasmussen, T. E. Petersen, N. C. Nielsen, J. Dairy Sci. 2001, 84, 1310-
1319.  
[152]  L. K. Rasmussen, E. S. Sorensen, T. E. Petersen, N. C. Nielsen, J. K. Thomsen, J. 
Dairy Sci. 1997, 80, 607-614.  
[153]  W. P. Aue, A. H. Roufosse, M. J. Glimcher, R. G. Griffin, Biochemistry 1984, 23, 
6110-6114.  
[154]  W. P. Rothwell, J. S. Waugh, J. P. Yesinowski, J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 2637-
2643.  
[155]  A. H. Roufosse, W. P. Aue, J. E. Roberts, M. J. Glimcher, R. G. Griffin, Biochemistry 
1984, 23, 6115-6120.  
[156]  J. P. Yesinowski, H. Eckert, J. Am. Chem. Soc. 1987, 109, 6274-6282.  
[157]  P. S. Belton, R. K. Harris, P. J. Wilkes, J. Phys. Chem. Solids 1988, 49, 21-27.  
[158]  R. A. Santos, R. A. Wind, C. E. Bronnimann, J. Magn. Reson. 1994, 105, 183-187.  
[159]  M. Bohner, J. Lemaitre, A. P. Legrand, J.-B. d'Espinose de la Caillerie, P. Belgrand, J. 
Mater. Sci. : Mater. Med. 1996, 7, 457-463.  
[160]  F. Hlel, S. Kamoun, K. Guidara, Z. Naturforsch. 2006, 61a, 375-382.  
[161]  F. Pourpoint, C. Gervais, L. Bonhomme-Coury, F. Mauri, B. Alonso, C. Bonhomme, 
C. R. Chim. 2008, 11, 398-406.  
[162]  F. Pourpoint, C. C. Diogo, C. Gervais, C. Bonhomme, F. Fayon, S. L. Dalicieux, I. 
Gennero, J. Salles, A. P. Howes, R. Dupree, J. V. Hanna, M. E. Smith, F. Mauri, G. 
Guerrero, P. H. Mutin, D. Laurencin, J. Mater. Res. 2011, 26, 2355-2368.  
[163]  J. Tropp, N. C. Blumenthal, J. S. Waugh, J. Am. Chem. Soc. 1983, 105, 22-26.  
[164]  J. Vogel, C. Rüssel, G. Günther, P. Hartmann, F. Vizethum, N. Bergner, J. Mater. Sci. 
: Mater. Med. 1996, 7, 495-499.  
[165]  C. Jäger, S. Maltsev, A. Karrasch, Key Eng. Mater. 2006, 309-311, 69-72.  
[166]  H. Roussière, F. Fayon, B. Alonso, T. Rouillon, V. Schnitzler, E. Verron, J. Guicheux, 
M. Petit, D. Massiot, P. Janvier, J. Bouler, B. Bujoli, Chem. Mater. 2008, 20, 182-191.  
[167]  Y. Tseng, C. Mou, J. C. C. Chan, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 6909-6918.  
[168]  F. Pourpoint, C. Gervais, L. Bonhomme-Coury, T. Azais, C. Coelho, F. Mauri, B. 
Alonso, F. Babonneau, C. Bonhomme, Appl. Magn. Reson. 2007, 32, 435-457.  
[169]  M. Feike, R. Graf, I. Schnell, C. Jäger, H. W. Spiess, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 
9631-9634.  
118 
Literaturverzeichnis 
[170]  C. Gröger, K. Lutz, E. Brunner, Prog. Nucl. Magn. Reson. Spectrosc. 2009, 54, 54-68.  
[171]  W. Guo, J. D. Morrisett, M. E. DeBakey, G. M. Lawrie, J. A. Hamilton, Arterioscler. 
Thromb. Vasc. Biol. 2000, 20, 1630-1636.  
[172]  K. S. K. Lin, Y. Tseng, Y. Mou, Y. Hsu, C. Yang, J. C. C. Chan, Chem. Mater. 2005, 
17, 4493-4501.  
[173]  R. Mathew, P. N. Gunawidjaja, I. Izquierdo-Barba, K. Jansson, A. Garcia, D. Arcos, 
M. Vallet-Regi, M. Eden, J. Phys. Chem. C 2011, 115, 20572-20582.  
[174]  A. Vyalikh, P. Simon, T. Kollmann, R. Kniep, U. Scheler, J. Phys. Chem. C 2011, 
115, 1513-1519.  
[175]  A. Balamurugan, K. El Mabrouk, S. Pina, M. M. Bousmina, J. M. F. Ferreira, J. Am. 
Ceram. Soc. 2011, 94, 3023-3029.  
[176]  S. Barheine, S. Hayakawa, A. Osaka, C. Jäger, Key Eng. Mater. 2009, 396-398, 205-
208.  
[177]  S. Barheine, S. Hayakawa, C. Jäger, Y. Shirosaki, A. Osaka, J. Am. Ceram. Soc. 2011, 
94, 2656-2662.  
[178]  K. J. Cross, N. L. Huq, D. P. Stanton, M. Sum, E. C. Reynolds, Biomaterials 2004, 25, 
5061-5069.  
[179]  Y. Wu, J. L. Ackerman, E. S. Strawich, C. Rey, H. -. Kim, M. J. Glimcher, Calcif. 
Tissue Int. 2003, 72, 610-626.  
[180]  O. Menendez, U. Schwarzenbolz, C. Partschefeld, T. Henle, J. Agric. Food Chem. 
2009, 57, 4177-4184.  
[181]  R. Aschaffenburg, J. Dairy Res. 1963, 30, 259-260.  
[182]  C. Partschefeld, Enzymatisch vernetzte Milchproteine: Reaktionsorte und funktionelle 
Konsequenzen, Dissertation, TU Dresden, 2011.  
[183]  R. Jenness, J. Koops, Neth. Milk Dairy J. 1962, 16, 153-164.  
[184]  E. C. Reynolds, C. J. Cain, E. Webber, C. L. Black, P. F. Riley, I. H. Johnson, J. W. 
Perich, J. Dent. Res. 1995, 74, 1272-1279.  
[185]  H.-D. Belitz, W. Grosch, P. Schieberle, Lehrbuch der Lebensmittelchemie, Springer-
Verlag, Berlin Heidelberg, 2008.  
[186]  C. Hannig, A. Hamkens, K. Becker, R. Attin, T. Attin, Arch. Oral Biol. 2005, 50, 541-
552.  
[187]  C. Hannig, C. Wagenschwanz, S. Pötschke, K. Kümmerer, A. Kensche, W. Hoth-
Hannig, M. Hannig, Caries Res. 2012, 46, 496-506.  
119 
Literaturverzeichnis 
[188]  B. M. Fung, A. K. Khitrin, K. Ermolaev, J. Magn. Reson. 2000, 142, 97-101.  
[189]  D. Massiot, F. Fayon, M. Capron, I. King, S. Le Calvé , B. Alonso, J.-O. Durand, B. 
Bujoli, Z. Gan, G. Hoatson, Magn. Reson. Chem. 2000, 40, 70-76.  
[190]  A. J. Shaka, J. Keeler, T. Frenkiel, R. Freeman, J. Magn. Reson. 1983, 52, 335-338.  
[191]  M. Hannig, Elektronenmikroskopische Untersuchungen der initialen 
Bioadhäsionsprozesse an Festkörperoberflächen in der Mundhöhle: eine klinisch-
experimentelle Studie, Quintessenz-Verlag, Berlin, 1998.  
[192]  A. Heber, S. Paasch, C. Partschefeld, T. Henle, E. Brunner, Food Hydrocolloids 2012, 
28, 36-45.  
[193]  H. D. Jang, H. E. Swaisgood, J. Dairy Sci. 1990, 73, 900-904.  
[194]  F. Guyomarc'h, A. J. R. Law, D. G. Dalgleish, J. Agric. Food Chem. 2003, 51, 4652-
4660.  
[195]  C. Rodriguez del Angel, D. G. Dalgleish, Food Res. Int. 2006, 39, 472-479.  
[196]  A. J. R. Law, J. Dairy Res. 1996, 63, 35-48.  
[197]  J. A. Lucey, D. S. Horne, Adv. Dairy Chem. (3rd Ed.) 2009, 3, 351-389.  
[198]  M. Wahlgren, T. Drakenberg, H. J. Vogel, P. Dejmek, J. Dairy Res. 1986, 53, 539-
545.  
[199]  J. Belloque, Mod. Magn. Reson. 2006, 3, 1609-1613.  
[200]  C. D. Hubbard, D. Caswell, H. Lüdemann, M. Arnold, J. Sci. Food Agric. 2002, 82, 
1107-1114.  
[201]  D. L. Van Hekken, R. L. Dudley, J. Dairy Sci. 1997, 80, 2751-2759.  
[202]  A. Heber, NMR-spektroskopische Untersuchungen zur Struktur und Dynamik von 
Caseinen, Diplomarbeit, TU Dresden, 2009.  
[203]  D. J. McMahon, W. R. McManus, J. Dairy Sci. 1998, 81, 2985-2993.  
[204]  L. Tremblay, M. F. Laporte, J. Léonil, D. Dupont, P. Paquin, Adv. Dairy Chem. (3rd 
Ed.) 2003, 1, 49-138.  
[205]  S. Koutsopoulos, J. Biomed. Mater. Res. 2002, 62, 600-612.  
[206]  H. Tsuda, J. Arends, J. Dent. Res. 1993, 72, 1609-1613.  
[207]  G. R. Sauer, W. B. Zunic, J. R. Durig, R. E. Wuthier, Calcif. Tissue Int. 1994, 54, 414-
420.  
[208]  G. J. Thomas Jr, Annu. Rev. Biophys. Biomol. Struct. 1999, 28, 1-27.  
120 
Literaturverzeichnis 
[209]  B. O. Fowler, Inorg. Chem. 1974, 13, 194-207.  
[210]  M. Trpkovska, B. Soptrajanov, P. Malkov, J. Mol. Struct. 1999, 480-481, 661-666.  
[211]  J. P. Cassella, P. J. Barrie, N. Garrington, S. Y. Ali, J. Bone Miner. Metab. 2000, 18, 
291-296.  
[212]  S. Maltsev, M. J. Duer, R. C. Murray, C. Jäger, J. Mater. Sci. 2007, 42, 8804-8810.  
[213]  N. Nassif, F. Martineau, O. Syzgantseva, F. Gobeaux, M. Willinger, T. Coradin, S. 
Cassaignon, T. Azais, M. M. Giraud-Guille, Chem. Mater. 2010, 22, 3653-3663.  
[214]  G. R. Sauer, R. E. Wuthier, J. Biol. Chem. 1988, 263, 13718-13724.  
[215]  Y. Tseng, J. Zhan, K. S. K. Lin, C. Mou, J. C. C. Chan, Solid State Nucl. Magn. Reson. 
2004, 26, 99-104.  
[216]  J. Dumez, L. Emsley, Phys. Chem. Chem. Phys. 2011, 13, 7363-7370.  
[217]  J. R. Lewandowski, J. Sein, H. J. Sass, S. Grzesiek, M. Blackledge, L. Emsley, J. Am. 
Chem. Soc. 2010, 132, 8252-8254.  
[218]  M. Catti, G. Ferraris, A. Filhol, Acta Crystallogr. , Sect. B 1977, B33, 1223-1229.  
[219]  L. Medvecky, T. Sopcak, Mater. Lett. 2012, 68, 157-160.  
[220]  T. C. A. McGann, W. Buchheim, R. D. Kearney, T. Richardson, Biochim. Biophys. 
Acta 1983, 760, 415-420.  
[221]  T. C. A. McGann, R. D. Kearney, W. Buchheim, A. S. Posner, F. Betts, N. C. 
Blumenthal, Calcif. Tissue Int. 1983, 35, 821-823.  
[222]  D. S. Wishart, C. G. Bigam, A. Holm, R. S. Hodges, B. D. Sykes, J. Biomol. NMR 
1995, 5, 67-81.  
[223]  C. Redfield, C. M. Dobson, Biochemistry 1988, 27, 122-136.  
[224]  C. Hannig, B. Spitzmüller, M. Miller, E. Hellwig, M. Hannig, Arch. Oral Biol. 2008, 
53, 416-422.  
[225]  C. Hannig, M. Hannig, Clin. Oral Investig. 2009, 13, 123-139.  
[226]  J. M. Rodriguez-Nogales, Process Biochemistry 2006, 41, 430-437.  
[227]  D. J. McMahon, R. J. Brown, J. Dairy Sci. 1984, 67, 499-512.  
 
121 
  
7 Veröffentlichungen 
 
Publikationen 
Heber, A., Paasch, S., Partschefeld, C., Henle, T., Brunner, E. 
31P NMR spectroscopic investigations of caseins treated with microbial transglutaminase. 
Food Hydrocolloids 2012, 28, 36-45 
  
 
Tagungsbeiträge 
Heber, A., Paasch, S., Partschefeld, C., Pötschke, S, Henle, T., Hannig, C., Brunner, E. 
Liquid- and solid-state NMR investigations of caseins treated with microbial 
transglutaminase. 
34. Jahrestagung der GDCh-Fachgruppe "Magnetische Resonanzspektroskopie", Halle, 2012 
(Poster) 
 
Heber, A., Paasch, S., Partschefeld, C., Henle, T., Brunner, E. 
31P NMR-Spektroskopie an enzymatisch vernetzten Caseinen. 
1. Mitteldeutsches Chemiker Nachwuchstreffen, Freiberg, 2011 (Vortrag) 
 
Heber, A., Paasch, S., Partschefeld, C., Henle, T., Brunner, E. 
Solid- and liquid-state NMR investigations on the structure and dynamics of casein micelles. 
31. Jahrestagung der GDCh-Fachgruppe "Magnetische Resonanzspektroskopie", Dresden, 
2009 (Poster) 
122 
  
8 Anhang 
8.1 Calciumphosphate – ergänzende Tabellen und Abbildungen 
Als Referenzsubstanzen wurden Hydroxylapatit (HAP; Ca5(PO4)3OH), Dicalciumphosphat-
Dihydrat (DCPD; CaHPO4 · 2 H2O) und Dicalciumphosphat (DCP; CaHPO4) 
NMR-spektroskopisch untersucht. Mittels Linienformzerlegung wurden die Linienbreiten der 
Signale (∆ν1/2) ermittelt. 
Tab. 8.1: Daten aus 31P MAS NMR-Spektren verschiedener Calciumphosphate. Die 
chemischen Verschiebungen (δ) und Linienbreiten (∆ν1/2) der einzelnen Signale wurden 
mittels Linienformzerlegung der Spektren bestimmt. 
 
Calciumphosphat 
δ 
[ppm] 
∆ν1/2 
[ppm] 
Zuordnung Spektrum 
HAP (Ca5(PO4)3OH) 3,0 0,5 P-O Abb. 4.16 a 
DCPD (CaHPO4 · 2 H2O) 1,5 0,7 P-O-H Abb. 4.19 a 
DCPD + HAP 1,6 0,5 P-O-H Abb. 4.22 a 
 3,0 0,7 P-O  
DCP (CaHPO4) -1,4 0,4 P1-O-H Abb. 4.19 a Inset 
 0,0 0,6 P2-O-H  
 0,0 2,9 
P-O-H  
(ungeordnet?)h 
 
 
  
h Dieses Signal wird für einen effektiven Fit benötigt 
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Tab. 8.2: Chemische Verschiebung (δ) der Signale der 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektren 
verschiedener Calciumphosphate.[156, 161] 
 
Calciumphosphat 
δ (1Η)  
[ppm] 
δ (31P) 
[ppm] 
Zuordnung Spektrum 
HAP (Ca5(PO4)3OH) 0,0 3,0 O-P --- H-O
- Abb. 4.16 c 
 5,7 3,0 
O-P --- H2O 
(oberflächenadsorbiertes Wasser) 
 
DCPD (CaHPO4 · 2 H2O) 6,1 1,5 H-O-P --- H2O (Kristallwasser) Abb. 4.19 c 
 10,4 1,5 P-O-H  
DCPD + HAP 0,0 3,0 O-P --- H-O- (HAP) Abb. 4.22 c 
 5,4 1,5 
H-O-P --- H2O (DCPD) 
(Kristallwasser) 
 
 5,4 2,9 
O-P --- H2O (HAP) 
(oberflächenadsorbiertes Wasser) 
 
 10,0 1,6 P-O-H (DCPD)  
DCP (CaHPO4) 13,7 -1,4 P1-O-H oder H-O-P1 --- H-O-P2 Abb. 4.19 c, Markierung 
 15,9 -1,4 H-O-P1 --- H-O-P2 oder P1-O-H  
 13,6 -0,1 P2-O-H oder H-O-P2 --- H-O-P1  
 16,0 0,0 H-O-P2 --- H-O-P1 oder P2-O-H  
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Tab. 8.3: Chemische Verschiebung (δ) der Signale der 31P-31P PDSD-NMR-Spektren verschiedener 
Calciumphosphate (Mischzeit = 500 ms) 
 
Calciumphosphat 
δ (31P) 
[ppm] 
δ (31P) 
[ppm] 
Zuordnung Spektrum 
HAP (Ca5(PO4)3OH) 3,0 3,0 O-P --- P-O Abb. 4.16 d 
DCPD (CaHPO4 · 2 H2O) 1,5 1,5 H-O-P --- P-O-H Abb. 4.19 d 
DCPD + HAP 1,5 1,5 H-O-P --- P-O-H Abb. 4.24 
 3,0 3,0 O-P --- P-O  
DCP (CaHPO4) -1,4 -1,4 H-O-P1 --- P1-O-H Abb. 4.19 d, Markierung 
 -0,1 -0,1 H-O-P2 --- P2-O-H  
 -1,4 -0,1 H-O-P1 --- P2-O-H  
 -0,1 -1,4 H-O-P2 --- P1-O-H  
 
 
 
 
 
Abb. 8.1: 31P-31P PDSD-NMR-Spektren des DCPD mit einer Mischzeit von (a) 20 und (b) 500 ms. Die 
markierten Kreuzsignale stammen von einer Verunreinigung der Referenzsubstanz mit DCP. 
(a) und (b): 288 Inkremente mit je 2 Scans; Pulswiederholzeit = 20,0 s; CP-Kontaktzeit = 1,5 ms. 
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8.2 Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitate – ergänzende 
Tabellen und Abbildungen 
 
Abb. 8.2: Raman-Spektren des kompakten Teils der Probe (dünne Linien, s. Markierungen rechts in den 
Bildern) und der homogenisierten Probe (dicke Linien): (a1/a2) CNNW/CaP-Präzipitat, (b1-3) CN/CaP-
Präzipitat und (c1/c2) CaP. Die Bilder rechts zeigen die Präzipitate unmittelbar nach der Trocknung: 
(a) CNNW/CaP-Präzipitat, (b) CN/CaP-Präzipitat und (c) CaP. Die kreisförmige Markierung zeigt eine typische 
Entnahmestelle für den kompakten Teil der Probe. 
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Tab. 8.4: Daten aus 31P MAS NMR-Spektren der Präzipitate. Die chemischen 
Verschiebungen (δ) und Linienbreiten (∆ν1/2) der einzelnen Signale wurden mittels 
Linienformzerlegung der Spektren bestimmt (Abb. 4.27). 
 
Präzipitat 
δ 
[ppm] 
∆ν1/2 
[ppm] 
Zuordnung Signal Spektrum  
CNNW/CaP -0,1 3,5 
P in OCP-ähnlicher 
Umgebung 
3 Abb. 4.27 a 
 1,6 0,7 DCPD 2  
 3,3 2,3 apatitische Phase 1  
 1,0 0,8 s. Tab. 8.5 4  
CN/CaP -0,2 3,1 
P in OCP-ähnlicher 
Umgebung 
3 Abb. 4.27 b 
 1,6 0,8 DCPD 2  
 3,3 2,4 apatitische Phase 1  
 1,0 1,2 s. Tab. 8.5 4  
CaP 0,1 1,9 
P in OCP-ähnlicher 
Umgebung 
3 Abb. 4.27 c 
 1,6 0,7 DCPD 2  
 3,5 2,2 apatitische Phase 1  
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Tab. 8.5: Chemische Verschiebung (δ) der Signale der 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-
Spektren der Präzipitate (Abb. 4.28). (Mischzeit = 1,5 ms) 
 
Präzipitat 
δ (1Η) 
[ppm] 
δ (31P) 
[ppm] 
Zuordnung Spektrum 
CNNW/CaP -0,2 3,1 
apatitische Phase  
(P --- H-O-) 
Abb. 4.28 d 
 5,1 ca. 3 
apatitische Phase 
(P --- H2O) 
 
 5,1 1 … -1 
P in OCP-ähnlicher 
Umgebung  
(P --- H2O) 
 
 5,2 1,6 
DCPD 
(P --- H2O) 
 
 10,0 1,6 
DCPD 
(P-O-H) 
 
CN/CaP -0,2 3,0 
apatitische Phase  
(P --- H-O-) 
Abb. 4.28 e 
 5,1 ca. 3 
apatitische Phase 
(P --- H2O) 
 
 5,1 1 … -1 
P in OCP-ähnlicher 
Umgebung  
(P --- H2O) 
 
 5,2 1,5 
DCPD 
(P --- H2O) 
 
 9,9 1,5 
DCPD 
(P-O-H) 
 
CaP -0,1 3,1 
apatitische Phase  
(P --- H-O-) 
Abb. 4.28 f 
 5,7 3,1 
apatitische Phase 
(P --- H2O) 
 
 5,6 1,6 
DCPD 
(P --- H2O) 
 
 10,5 1,5 
DCPD 
(P-O-H) 
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Abb. 8.3: 31P {1H} CP HETCOR MAS NMR-Spektren von Präzipitaten bei einer 
Mischzeit von 0,35 ms: (a) CN/CaP-Präzipitat und (b) CaP. 
(a, b): 128 Inkremente mit je 16 Scans, Pulswiederholzeit = 5 s 
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8.3 Auswirkung der unvollständigen Relaxation auf die relative 
Intensität der Signale in den 31P MAS NMR-Spektren der 
Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitate 
Der Vergleich der integrierten Intensitäten der 31P MAS NMR-Spektren der 
Caseinspezies/Calciumphosphat-Präzipitate bei einer Pulswiederholzeit von 300 s und 800 s 
(vollständige Relaxation) ergibt, dass die Signale bei 300 s nur zu ca. 90 % ausrelaxiert sind.  
Um die Auswirkungen der unvollständigen Relaxation auf die relative Intensität der Signale 
zu untersuchen, werden die Spektren bei beiden Pulswiederholzeiten miteinander verglichen 
(Abb. 8.4). Nach visueller Normierung der Spektren auf das apatitische Signal zeigt sich, dass 
die relativen Intensitäten der Signale für das CNNW/CaP- und das CN/CaP-Präzipitat bei 
beiden Pulswiederholzeiten nahezu identisch sind (Abb. 8.4 a und b). Für die CaP-Probe wird 
das DCPD-Signal bei einer Pulswiederholzeit von 300 s unterbewertet und damit der relative 
Anteil der apatitischen Phase überbewertet (Abb. 8.4 c). Die CaP-Probe enthält somit einen 
noch geringeren Anteil an apatitischer Phase als auf Grundlage des CaP-Spektrums in 
Abb. 4.27 c (Pulswiederholzeit = 300 s) ermittelt (s. Abb. 4.30). 
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Abb. 8.4: 31P MAS NMR-Spektren der ca. 3 Monate alten Präzipitate, die mit verschiedenen 
Pulswiederholzeiten aufgenommen wurden (s. Legende): (a) CNNW/CaP-Präzipitat, (b) CN/CaP-Präzipitat und 
(c) CaP. (a, b) 32 Scans; (c) 16 Scans. Um die relative Intensitäten der Spektren vergleichen zu können, wurde 
die Intensität der Spektren in (a), (b) und (c) jeweils visuell auf das apatitische Signal angeglichen. (Die im 
Vergleich zu Abb. 4.27 veränderten Intensitäten der Signale sowie das Signal bei -6 ppm in (c) ist auf die 
Alterung der Proben während der Lagerung zurückzuführen.) 
Die Spektren wurden an einem Bruker Ascend 800 NMR-Spektrometer (Resonanzfrequenz 31P: 323,9 MHz) mit 
einem 1,3-mm-Doppelresonanz-Probenkopf bei einer Probenrotationsfrequenz von 13,2-
13,6 kHz aufgenommen. 
 
Das nicht vollständig relaxierte 31P-Spinsystem der Caseinspezies/CaP-Präzipitate zeigt nach 
32 Scans bereits ein steady state-Signal (keine Veränderungen der relativen Signalintensitäten 
im Vergleich zum Spektrum mit 64 Scans, vgl. CN/CaP-Präzipitat, Abb. 8.5 b). 
Möglicherweise ist dieser Zustand nach den 16 Scans der CaP-Vergleichsmessung 
(Abb. 8.4 c) noch nicht erreicht. Dies würde bedeuten, dass das DCPD-Signal in Abb. 4.27 c 
(32 Scans) durchaus stärker unterbewertet sein könnte als aus Abb. 8.4 c (16 Scans) 
ersichtlich. Allerdings würde das auch eine stärkere Überbewertung des apatitischen Signals 
bedeuten und damit die Schlussfolgerung unterstreichen, dass die CaP-Probe wesentlich 
weniger an apatitischer Phase beinhaltet als die Caseinspezies/CaP-Präzipitate. 
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Abb. 8.5: 31P MAS NMR-Spektren des ca. 3 Monate alten CN/CaP-Präzipitats: (a) 32 und 
64 Scans (s. Legende), Pulswiederholzeit = 800 s und (b) 32 und 64 Scans (s. Legende), 
Pulswiederholzeit = 300 s. (Die im Vergleich zu Abb. 4.27 veränderten Intensitäten der Signale 
ist auf die Alterung der Proben während der Lagerung zurückzuführen.) 
Die Spektren wurden an einem Bruker Ascend 800 NMR-Spektrometer (Resonanzfrequenz 31P: 
323,9 MHz) mit einem 1,3-mm-Doppelresonanz-Probenkopf bei einer Probenrotationsfrequenz 
von 13,6 kHz aufgenommen. 
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8.4 Reproduzierbarkeit der Präzipitate 
Die 31P MAS NMR-Spektren von CNNW/CaP-, CN/CaP- und CaP-Vergleichsproben, die 
identisch den in Kap. 4.2.2 beschriebenen Präzipitaten präpariert wurden, zeigen den gleichen 
Trend bezüglich der Stabilisierung der apatitischen Phase (Abb. 8.6). CNNW stabilisieren die 
apatitische Phase (bei ca. 3 ppm) wesentlich effektiver als CN (vgl. Abb. 8.6 a und b), wobei 
der relative Anteil der apatitischen Phase im Vergleich zu DCPD in der in Abb. 8.6 a 
dargestellten CNNW/CaP-Vergleichsprobe nochmals deutlich größer zu sein scheint als in der 
in Abb. 4.27 a gezeigten CNNW/CaP-Probe. Das Signal des DCPD zeigt sich in den direkt 
angeregten Spektren der CNNW/CaP-Probe in Abb. 8.6 a lediglich als Schulter (s. Pfeil). Im 
Gegensatz zu den Caseinspezies/CaP-Proben wird das Spektrum der CaP-Probe wiederum 
vom Signal des DCPD dominiert (Abb. 8.6 c). 
 
 
Abb. 8.6: 31P MAS NMR-Spektren von Vergleichsproben der in Kap. 4.2.2 beschriebenen 
Präzipitate: (a) CNNW/CaP-Präzipitat, (b) CN/CaP-Präzipitat und (c) CaP.  
AP … apatitische Phase, DCPD … Dicalciumphosphat-Dihydrat, „OCP“ … OCP-ähnliche Phase. 
Die Intensität der Signale wurde entsprechend der Scanzahlen und Probemassen im Rotor normiert. 
(a): 64 Scans, Pulswiederholzeit = 300 s; (b) und (c): 32 Scans, Pulswiederholzeit = 300 s 
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